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A neuromielite óptica (NMO) é uma doença autoimune desmielinizante do 
sistema nervoso central. Há evidências que o dano tecidual é mais grave nos 
pacientes com NMO que apresentam anticorpos contra AQP4, embora 
aproximadamente 20% dos pacientes com o diagnóstico de NMO não produzam esse 
anticorpo. Nesse estudo mostramos que a positividade de anticorpos anti AQP4 no 
soro de pacientes com NMO ficou acima de 80%. Uma vez que os linfócitos B dão 
origem aos plasmócitos produtores de anticorpos, nesse estudo foi nosso objetivo 
estudar diferentes populações de linfócitos B no sangue periférico e no líquido 
cefalorraquiano dos pacientes com NMO. As percentagens das subpopulações de 
linfócitos B naïve (CD27-IgD+), de memória convencional (CD27+IgD-) e duplo 
negativas (CD27-IgD-) foram determinadas por citometria de fluxo e não se observou 
diferença significativa entre o grupo de pacientes com NNO e de indivíduos normais 
estudados. Também determinamos por citometria de fluxo o número de linfócitos B 
produtores de IL-10 dos pacientes com NMO. Observamos uma maior frequência de 






Neuromyelitis optica (NMO) is an autoimmune demyelinating disease of the 
central nervous system. Although about 20% of patients do not exhibit anti aquaporin 
4 (AQP4 antibodies, there is evidence that tissue damage is more severe in patients 
with autoantibodies to AQP4. In this study, we show that the positivity of anti AQP4 
antibodies in the serum of patients with NMO was above 80%. Since B-lymphocytes 
give rise to plasma cells producing antibodies, we aimed to study different populations 
of B-lymphocytes in peripheral blood and cefalorraquiano fluid of patients with NMO. 
The percentages of naïve (CD27-IgD+), conventional (CD27+IgD-) and double negative 
memory (CD27-IgD-) B-lymphocytes were determined by flow cytometry. There was no 
significant difference between the group of patients with NMO and normal subjects. 
We also assessed by flow cytometry IL-10 production by B cells. We observed a higher 
frequency of B-lymphocytes producing IL-10 in patients in comparison to the group of 
healthy individuals. 




Figura 1. Avaliação da presença ou ausência do anticorpo anti-AQP4 no soro de 
pacientes 
 
Figura 2. Modelo da análise da imunofenotipagem por citometria de fluxo para os 
marcadores de superfície CD19, CD27 e IgD 
 
Figura 3. Frequência de células CD19+CD27-IgD+ presentes no sangue periférico e 
líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue periférico 
de indivíduos saudáveis 
 
Figura 4. Frequência de células CD19+CD27+IgD- presentes no sangue periférico e 
líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue periférico 
de indivíduos saudáveis 
 
Figura 5. Frequência de células CD19+CD27-IgD- presentes no sangue periférico e 
líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue periférico 
de indivíduos saudáveis 
 
Figura 6. Imunofenotipagem por citometria de fluxo de células CD19+IL-10+ 
presentes no sangue periférico de pacientes portadores de NMOSD e indivíduos 
saudáveis 
 
Figura 7. Expressão gênica de FoxP3 e IDO em PBMCs de pacientes portadores de 
NMOSD e indivíduos saudáveis 
 
Figura 8. Expressão gênica de citocinas anti-inflamatórias em PBMCs de pacientes 
portadores de NMOSD e indivíduos saudáveis 
 
Figura 9. Expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias em PBMCs de pacientes 
portadores de NMOSD e indivíduos saudáveis 
 
Figura 10. Avaliação da presença de IL-17 no sobrenadante de linfócitos de 
pacientes portadores de NMOSD e sujeitos saudáveis após estímulo in vitro por 24h 
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Neuromielite óptica (NMO) ou Doença de Devic é uma doença inflamatória 
idiopática desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC) com seletividade para 
os nervos ópticos e medula espinal. Em decorrência da desmielinização desses sítios, 
pacientes com NMO apresentam ataques graves e recorrentes de neurite óptica (NO) 
bilateral e mielite transversa (MT). 
Apesar das primeiras descrições de uma doença inflamatória óptico espinal 
datarem do início do século XIII, foi Eugène Devic que utilizou pela primeira vez o 
termo “Neuromielite óptica aguda” em artigo com a descrição de uma nova síndrome 
caracterizada por mielite aguda e NO, fato que levou a NMO a ser conhecida também 
por doença de Devic (JARIUS; WILDEMANN, 2013). Tal comunicação foi submetida 
ao Congresso Francês de Medicina em Lyon no ano de 1894, e contava com o caso 
de uma mulher de 45 anos que desenvolveu paraplegia completa, retenção urinária, 
cegueira com papiledema, e que faleceu poucas semanas após do início dos sintomas 
da doença. No exame patológico do SNC da paciente foram observadas 
desmielinização severa e necrose dos nervos ópticos e da medula espinal e não 
acometimento macroscópico do cérebro (DEVIC, 1894). No mesmo ano, Gault, aluno 
de Devic, descreveu em sua tese características clínicas de 17 casos de NMO, 
incluindo uma revisão sobre o caso reportado por Devic. Desses casos descritos, 14 
representam a forma monofásica da doença (GAULT, 1894). 
Apesar de historicamente ser considerada uma doença monofásica, 
pesquisadores sugerem que a NMO seja uma condição com curso de surto-remissão 
(MANDLER et al., 1993). Pesquisas da Clínica Mayo, com um grande número de 
indivíduos com clínica de NMO, demonstraram que a doença em forma de surtos é o 
tipo predominante entre esses pacientes (WINGERCHUK et al., 1999). Os sintomas 
clínicos da forma de surto-remissão da NMO podem mimetizar as manifestações 
observadas em pacientes que tem Esclerose Múltipla (EM) do tipo surto-remissão, 
forma mais prevalente da EM. Essa semelhança contribuiu para que durante muitos 
anos a NMO fosse considerada um subtipo de Esclerose Múltipla, pois estão relatadas 
em ambas as doenças o desenvolvimento de neurite óptica, mielite e inflamação 
desmielinizante (WINGERCHUK; LUCCHINETTI, 2007). No entanto, os surtos 






de Devic também é prevalente em indivíduos não caucasianos (afrodescendentes, 
hispânicos, asiáticos e nativos americanos), os quais desenvolvem os primeiros 
sintomas em idade mais avançada (DE SEZE et al., 2008; NAISMITH et al., 2009; 
RATCHFORD et al., 2009), já os pacientes com EM são predominantemente 
caucasianos e apresentam os sintomas iniciais da doença em uma idade média 10 
anos mais jovens que os de NMO (MEALY et al., 2012; WINGERCHUK; 
LUCCHINETTI, 2007).Na EM também é relatada uma boa recuperação dos surtos por 
parte dos pacientes, que normalmente exibem sinais de incapacidade mais relevantes 
na fase progressiva da doença, fase que não existe na patologia da NMO. Então, a 
incapacidade constatada na NMO é consequência dos fortes surtos que acometem os 
portadores (WINGERCHUK; LUCCHINETTI, 2007; WINGERCHUK et al., 2007). 
A partir do surgimento de novas tecnologias e estudos na área de imagem foi 
possível considerar outras características que podem auxiliar no diagnóstico correto 
entre NMO e EM. Por exemplo, pesquisas demonstraram que a NO na NMO causa 
um dano neuronal mais severo e um maior desgaste das fibras nervosas da retina que 
a exibida na EM (DE SEZE et al., 2008; NAISMITH et al., 2009; RATCHFORD et al., 
2009). 
A NO pode se manifestar bilateralmente ou junto a episódios de mielite, e no 
geral apresenta recuperação bastante limitada. Além disso, a MT se revela muito mais 
importante na NMO, pois se manifesta sob a forma de lesões extensas pela medula 
espinal, observação radiológica conhecida como mielite transversa longitudinalmente 
extensa (MTLE). Essas lesões na medula espinal de indivíduos com NMO são 
geralmente centralizadas e acometem tanto a substância branca quanto a cinzenta 
dessa estrutura (KRAMPLA et al., 2009). Esse tipo de manifestação pode ser 
acompanhado de prurido e dor que não responde bem a medicamentos (ELSONE et 
al., 2013). Já na EM, esse tipo de lesão normalmente se estende por pequenos 
segmentos do cordão espinal, apresenta menos edema e tem menor captação de 
contraste em relação ao que se observa na NMO (QIU et al., 2010). No tocante ao 
acometimento cerebral, há casos com lesões no tronco cerebral restritas à medula 
oblonga e ao diencéfalo, que são áreas de predileção aos ataques na NMO pela alta 
expressão de AQP4 (PITTOCK et al., 2006), contudo, em muitos pacientes é possível 
observar injúria na ponte, e nos pedúnculos cerebral e cerebelar (JARIUS et al., 2012). 
Como consequências desse acometimento cerebral, pacientes apresentam sintomas 






(POPESCU et al., 2011); distúrbios do sono, e sintomas cognitivos e convulsões, os 
quais são relacionados a danos no hipotálamo e regiões corticais, respectivamente 
(BLANC et al., 2012; POPPE et al., 2005). 
Outras diferenças entre estas duas condições podem ser notadas no líquido 
cefalorraquiano (LCR). LCR de pacientes com NMO é caracterizado por pleocitose 
com presença de neutrófilos e eosinófilos, que são ausentes no LCR de EM, que é 
marcado pela predominância de linfócitos e macrófagos (WINGERCHUK et al., 1999). 
Outro diferencial interessante é a presença de bandas oligoclonais (BOC) no LCR de 
aproximadamente 95% dos portadores de EM surto-remissão, porém apenas 10-25% 
dos indivíduos com NMO contam com essa característica. Acredita-se que a presença 
de BOC no LCR de NMO seja transitória e restrita aos surtos (EBERS; PATY, 1980; 
JARIUS et al., 2011). Após o total desenvolvimento dos sintomas da NMO, o exame 
clínico combinado com características de neuroimagem e do líquido cefalorraquiano 
tornam possível diferenciar seu diagnóstico da EM (WINGERCHUK et al., 1999). 
Diversas pesquisas buscam um meio de diferenciar com maior certeza as duas 
doenças e para isso cada vez mais se procura algum biomarcador que seja exclusivo 
de uma delas. Um grande avanço nesse sentido ocorreu em 2004, ano em que foi 
descrito o anticorpo anti-aquaporina 4 (AQP4-IgG) ou anticorpo da NMO (NMO-IgG) 
no soro de pacientes com NMO (LENNON et al., 2004). 
A aquaporina-4 (AQP4) está relacionada ao mecanismo fundamental de 
homeostase hídrica em mamíferos. Apesar de estar expressa em diferentes tecidos, 
a maior expressão dessa proteína ocorre em tecidos cerebrais nos pés dos astrócitos 
de regiões perivasculares e subpiais (JUNG et al., 1994). A seletividade de localização 
nessas regiões corrobora com a ideia de que as AQP4 seriam importantes no 
transporte de água do sangue ou LCR para o cérebro, assim como no movimento 
reverso (AGRE, 2003; MEINILD, 1998). 
O transporte de água realizado pelas aquaporinas se dá por meio de difusão 
facilitada por gradiente osmótico. Aquaporinas se agregam em tetrâmeros, sendo que 
cada monômero estrutural é capaz de funcionar individualmente como canal de água. 
Uma característica curiosa das AQP4 é sua habilidade de formar agrupamentos 
quadrados estruturalmente organizados, algo que não ocorre entre as outras 
proteínas da família das aquaporinas (ASSENTOFT; LARSEN; MACAULAY, 2015). 
As duas isoformas principais de expressão das AQP4 são M1 e M23, que 






na porção N terminal no produto da tradução (FURMAN et al., 2003). Acredita-se que 
a conformação da isoforma M23 seja o epítopo reconhecido pelo anticorpo da NMO 
(CRANE et al., 2011), observação que pode ser corroborada pela maior expressão de 
M23 nos locais de lesão de NMO (MATIELLO et al., 2013). Estudos com modelos 
animais com deleção para a proteína AQP4 demonstraram que as mesmas estão 
envolvidas em variados mecanismos fisiológicos e patológicos: migração da astroglia 
na presença de dano neuronal (SAADOUN et al., 2005); excitação celular pela 
captação de K⁺ dependente da AQP4 em neurônios (PADMAWAR et al., 2005); 
neuroinflamação por meio da indução de citocinas pró-inflamatórias (LI et al., 2011); 
além de ser antígeno alvo na NMO (ROSSI et al., 2012). 
Lennon e colaboradores (2004) evidenciaram a presença do anticorpo anti- 
AQP4 em 14 de 85000 amostras de indivíduos com suspeita de autoimunidade 
paraneoplásica, sendo que 12 dessas 14 amostras pertenciam a pacientes com 
desordens relacionadas à NMO (LENNON et al., 2004). A imunoglobulina da NMO 
também foi detectada em 12 amostras de soro de 19 pacientes japoneses com a forma 
óptico-espinal de EM (NAKASHIMA et al., 2006). No Brasil, estudos iniciais verificaram 
a presença desse auto anticorpo em 64% dos pacientes portadores de NMO em 
casuística testada por Adoni e colaboradores (ADONI et al., 2008). Em trabalho 
publicado recentemente pelo grupo da Universidade Estadual de Campinas - 
Unicamp, 80% das amostras de soro de 35 pacientes com NMO testou positiva para 
o anticorpo anti-AQP4 (VON GLEHN et al., 2012). Os títulos desse auto anticorpo no 
soro dos indivíduos parecem estar envolvidos na eficácia do tratamento e no 
prognóstico da doença (JARIUS et al., 2008). 
Também foi mostrado que essa auto imunoglobulina também pode ser 
detectada no soro de pacientes com desordens relacionadas à NMO. Após revisão de 
dados epidemiológicos, características clínicas e de imagem, juntamente com a 
pesquisa em imunologia, sugeriu-se que o espectro da NMO é muito mais amplo do 
que o reconhecido previamente, enfatizando a importância da descoberta da NMO- 
IgG. Dessa forma, foi introduzido o termo “Espectro de doenças de NMO” ou NMOSD 
(JACOB et al., 2007; WINGERCHUK et al., 2007). 
Estudos observaram que por volta de um quarto dos pacientes soropositivos 
para AQP4-IgG apresentava a forma limitada da doença (COLLONGUES et al., 2011), 






propostos em 2006, mesmo após um longo período de acompanhamento (KIM et al., 
2012). 
Contudo, apesar do desenvolvimento de novas e melhores técnicas de 
detecção da imunoglobulina anti-AQP4, parte dos pacientes com NMO permanece 
soronegativa para esse anticorpo. Isso poderia ser explicado pelo fato dos testes 
disponíveis atualmente ainda possuírem sensibilidade sub-ótima ou por uma 
concentração sérica muito baixa de anticorpos nos indivíduos quando testados. É 
possível que a baixa concentração sérica, ou até mesmo ausência, dessa 
imunoglobulina seja característica de alguns períodos no curso da doença ou 
consequência do tratamento com corticosteroides ou imunossupressores (JARIUS et 
al., 2008). 
A existência de grupos de pacientes que permanecem soronegativos também 
é observada em outras doenças autoimunes que acometem o SNC, como a miastenia 
gravis (JARIUS et al., 2012). Indícios apontam que pacientes soronegativos podem 
divergir quanto à clínica (NAKASHIMA et al., 2006) e ao prognóstico da doença em 
relação aos pacientes soropositivos, sendo a presença do anticorpo anti-AQP4 um 
indicativo de doença com curso mais grave (AKMAN-DEMIR et al., 2011). 
Estudo multicêntrico com 175 indivíduos portadores de NMOSD mostrou que 
pacientes soropositivos são prevalentemente do sexo feminino, e possuem maior 
suscetibilidade de apresentar outras doenças autoimunes, além de apresentarem 
ataques clínicos mais severos. Já os pacientes soronegativos apresentam uma 
doença mais monofásica, com sintomas iniciais de NO bilateral ou mielite e NO 
simultâneas. Porém, pacientes soropositivos e soronegativos parecem não divergir 
quanto à taxa anual de surtos, aumento anual do EDSS e taxa de mortalidade, por 
exemplo. Também não foram observadas diferenças no tocante a lesões no tronco 
cerebral, presença de bandas oligoclonais e pleocitose no LCR (JARIUS et al., 2012). 
Observou-se que a reatividade dos linfócitos CD4⁺ relativa à AQP4 é equivalente 
entre pacientes soropositivos e negativos, de forma que é plausível a hipótese de que 
no grupo soronegativo a resposta imune contra AQP4 seja montada a partir do 
efeito  patogênico  direto  de  linfócitos  auxiliares  (Th)  Th1/Th17  ou da 
destruição tecidual mediada por células T CD8⁺ (BERNARD-VALNET et al., 2015). 
Por outro lado, o mecanismo fisiopatológico envolvido no desenvolvimento da 
doença em pacientes soropositivos evoluiu de forma importante na última década, fato 






pacientes com neuromielite óptica. Por se tratar de um auto anticorpo 
predominantemente do isotipo IgG1 - 98% dos casos (KIRA, 2011), sua produção 
necessita da participação de linfócitos T CD4⁺ (LENNON et al., 2004). A interação 
entre os receptores de superfície CD40/CD40-L e CD28/B7 permite a ligação entre os 
linfócitos T e B, resultando na transmissão dos sinais de estímulo, além de 
direcionarem a produção de grande variedade de citocinas necessárias para a 
produção de anticorpos. 
Tais linfócitos T CD4⁺, também chamados de linfócitos T auxiliares, podem ser 
classificados em diferentes subgrupos celulares dependendo das citocinas 
específicas produzidas por cada um deles e de suas diversas funções no sistema 
imunológico (MOSMANN; COFFMAN, 1989). Estímulos ou fatores de diferenciação, 
normalmente produzidos por células do sistema imune inato ou por células B 
apresentadoras de antígenos, também são pontos de divergência em relação ao 
desenvolvimento e ativação desses subtipos celulares. Por exemplo, células Th1 são 
induzidas a partir da interleucina (IL) -12, derivada de células do sistema imune inato, 
e expressam o fator de transcrição T-bet e produzem a citocina interferon (IFN) -γ; já 
as células Th2 são induzidas por IL-4, expressam Gata3, e produzem IL-4, Il-5 e  IL- 
13. Já o subtipo Th17 é induzido por uma combinação de TGF-β e IL-6, com a 
participação das citocinas IL-21, que eleva a frequência do precursor Th17, e IL-23, 
importante para sua proliferação e manutenção; células Th17 expressam o fator de 
transcrição RORγt e produzem IL-17, IL-21 e IL-22 (KORN et al., 2009; MURPHY; 
REINER, 2002). Já a citocina IL-27 parece regular negativamente o desenvolvimento 
das células Th17. Essa citocina é produzida por células dendríticas e macrófagos; e a 
ausência de sinalização mediada por IL-27 induz o desenvolvimento de células Th17, 
além de levar ao aumento do número de linfócitos T expressando IL-17 nos infiltrados 
de tecido e agrava a neuroinflamação (DARDALHON et al., 2008). 
Cada subtipo de célula T auxiliar possui uma função específica na defesa do 
hospedeiro: células Th1 são importantes no controle de vírus e bactérias 
intracelulares; células Th2 estão presentes em respostas a parasitas; e células Th17 
estão envolvidas em respostas imunes contra bactérias extracelulares e fungos. 
Acredita-se que a NMO siga um padrão de doença mediada por células Th17 
(KIRA, 2011; VARRIN-DOYER et al., 2012). Isso parece ser verdade, pois quando 
comparados com pacientes de EM, portadores de NMO possuem níveis elevados das 






apresentarem maiores proporções de células Th17 e células TCD8⁺ produtoras de IL- 
17 no sangue periférico em relação a controles saudáveis (VARRIN-DOYER et al., 
2012; WANG et al., 2011). Ainda nessa linha, foi descrita na NMO uma maior 
frequência de células Th17 específicas para peptídeos da AQP4 com reação cruzada 
com a bactéria intestinal Clostridium, ressaltando a importância da microbiota na 
origem da NMO (VARRIN-DOYER et al., 2012). 
Acredita-se que células Th17 específicas para AQP4 também podem ser 
relevantes para o desenvolvimento de inflamação do SNC na NMO, pois células T 
também são detectadas em lesões de pacientes com NMO juntamente com neutrófilos 
e eosinófilos, tipos celulares predominantes nessas lesões (LUCCHINETTI et al., 
2002). Além disso, pesquisas mostraram que células Th17, via secreção de IL-17, 
podem comprometer a integridade da barreira hematoencefálica – BHE (HUPPERT 
et al., 2010; KEBIR et al., 2007), promover ativação endotelial e consequente 
migração transendotelial de neutrófilos (ROUSSEL et al., 2010). Também foi 
demonstrado que células Th17 são mais eficientes que o subtipo Th1 na ativação de 
células B naïve e consequentemente na secreção de imunoglobulinas (MORITA et al., 
2011). 
Uma vez que a integridade da BHE é comprometida, anticorpos anti-AQP4 
parecem estar envolvidos nos mecanismos de necrose mediada por complemento no 
SNC, e subsequentes desmielinização e perda neuronal importante. Esse fato pode 
ser validado por observações de Luchinetti e colaboradores que descreveram um 
padrão perivascular em aro e roseta de deposição de imunocomplexos e ativação de 
complemento em lesões agudas de NMO (LUCCHINETTI et al., 2002). 
Essa descoberta salienta a participação da ativação do complemento pela via 
clássica. A ativação da cascata da via clássica do complemento é iniciada pela ligação 
de C1q à porção Fc de uma imunoglobulina (MORGAN; MCGEER, 2008). A partir 
dessa interação é iniciada a cascata da via clássica do complemento, que resulta na 
produção de moléculas quimioatraentes para células como fagócitos, neutrófilos e 
eosinófilos, e na eventual montagem do complexo de ataque à membrana, 
responsável pela lise e morte celular. A ativação dessas células atraídas pelo sistema 
complemento pode levar à liberação de citocinas e radicais de oxigênio que podem 
contribuir com a destruição tecidual. A presença de C9neo (marcador de dano tecidual 
mediado por complemento) em lesões de NMO comprova que o complexo de ataque 






et al., 2002). Posteriormente foi mostrado que essas regiões perivasculares são ricas 
em AQP4, canais de água que são antígeno alvo na NMO e que possuem esquema 
de distribuição em aro e roseta idêntico ao padrão de deposição de IgG e ativação de 
complemento nas lesões de NMO (LENNON et al., 2004). 
Como resultado desse padrão de ataque ao SNC são observadas as seguintes 
características histopatológicas: lesões agudas da medula espinal demonstram 
edema difuso que se estende por diversos segmentos espinais, e ocasionalmente 
pode se distribuir por toda a medula espinal de forma desigual ou contínua. Essas 
lesões são caracterizadas por extensa infiltração de macrófagos associada à perda 
de mielina e axônios, além de necrose de ambas as substâncias branca e cinzenta do 
cordão espinal. Já as lesões crônicas são caracterizadas por gliose, degeneração 
cística, cavitação e atrofia da medula espinal e do nervo óptico (MANDLER et al., 
1993; MISU et al., 2007; ROEMER et al., 2007). 
Embora a NMO seja uma doença mediada por anticorpos, pouco se sabe sobre 
a função dos linfócitos B nessa doença. Esse subtipo celular possui uma grande 
diversidade de funções como a produção de anticorpos, apresentação de antígenos e 
produção de citocinas pró e anti-inflamatórias. A desregulação dessas funções afeta 
diretamente a NMO e parece ser resultante dos possíveis mecanismos de falha na 
manutenção da tolerância central e periférica a clones auto reativos de linfócitos B, 
expansão de plasmoblastos específicos para AQP4 e número insuficiente de células 
B regulatórias produtoras de IL-10. 
A eliminação de linfócitos B auto reativos é regulada por mecanismos de 
tolerância central e periférica. O ponto de checagem da tolerância central remove as 
populações de células B imaturas que expressam anticorpos auto e poli reativos. 
Essas células sofrem deleção clonal ou são submetidas à edição de receptor. Apenas 
uma pequena porção de células B que apresentam baixos níveis de auto reatividade 
passam para a periferia. O segundo ponto de verificação da tolerância seleciona 
negativamente essas células B antes que as mesmas se desenvolvam em células B 
naïve maduras. Na periferia a seleção negativa de clones auto reativos faz com que 
estes se tornem anérgicos (MEFFRE; WARDEMANN, 2008). 
Acredita-se que a integridade da tolerância central esteja associada a 
características especificas de linfócitos B uma vez que esses mecanismos estão 
ligados à sinalização pelo receptor de antígeno da célula B - BCR (MEFFRE, 2011; 






dependente da interação entre células T e B, principalmente interações que envolvam 
células T reguladoras (HERVÉ et al., 2007; KINNUNEN et al., 2013). No entanto, os 
mecanismos relacionados aos defeitos da tolerância em doenças autoimunes ainda 
não foram totalmente explicados. 
Após escapar dos mecanismos de tolerância, células B podem promover a 
NMO pelo estímulo de células T patogênicas por meio da apresentação de antígenos 
ou pela secreção de citocinas, além da secreção de auto anticorpos anti-AQP4. 
Células B expressam constitutivamente o Complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) de classe II, molécula que atua no desenvolvimento das células Th foliculares 
que participam da diferenciação de linfócitos B e troca de isotipo das imunoglobulinas 
(DEENICK et al., 2010; MOLNARFI et al., 2013). A ativação dessas células B auto 
reativas também pode promover a secreção de citocinas como TNF-α, IL-17 e 
estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF). Essas moléculas 
são capazes de regular a imunidade humoral e modificar respostas imunes inata e 
adaptativas (BENNETT et al., 2015). 
Pesquisas envolvendo a análise das diversas anormalidades funcionais de 
linfócitos B ainda são limitadas na NMOSD. Já os estudos do mesmo tema envolvendo 
pacientes portadores de lúpus eritematoso sistêmico (LES), que também é uma 
doença mediada por anticorpos, estão mais consolidados na literatura e usaremos 
como base para nosso trabalho. 
No LES já foi demonstrado que pacientes não tratados apresentam defeito na 
remoção de linfócitos B que expressam BCR auto reativos, o que leva ao acúmulo de 
células B naïve maduras auto reativas no sangue desses pacientes (YURASOV et al., 
2005). A produção de um número elevado dessa subpopulação celular auto reativa, 
assim como a persistência da produção de auto anticorpos, também é observada em 
pacientes com LES em remissão clínica (YURASOV et al., 2006). 
Ensaios de fenotipagem de células B no LES demonstraram aumento em 
diferentes fenótipos característicos de memória imunológica. Essas pesquisas 
verificaram uma maior frequência de linfócitos B de memória que expressam o 
fenótipo CD27+IgD- no sangue dos pacientes estudados, sendo que os mesmos 
apresentam menor sensibilidade ao tratamento com imunossupressores (DÖRNER; 
JACOBI; LIPSKY, 2009; ODENDAHL et al., 2000). A elevação de células com esse 
fenótipo pode ser preocupante para a autoimunidade pelo fato dessas células 






combinação de moléculas como agonistas de receptores semelhantes a Toll (TLR) e 
indutores de proliferação APRIL e BAFF (DÖRNER; GIESECKE; LIPSKY, 2011). 
Também foram identificadas células CD27- dentro da subpopulação de 
linfócitos B de memória. A expressão do fenótipo CD27-IgD- parece estar envolvida 
com aumento da atividade da doença e desenvolvimento de doença renal aguda em 
pacientes portadores de lúpus. A maior frequência de células duplo negativas (DN) 
também está associada à maior produção de auto anticorpos específicos do LES (WEI 
et al., 2007). 
Os linfócitos B também têm a capacidade de atuar regulando negativamente 
mecanismos efetores do sistema imunológico. Essa função se dá pela capacidade 
dessas células produzirem citocinas imunomoduladoras. Atraves da produção de IL- 
10, IL-35 e TGF-β essas células suprimem respostas imunopatológicas pela inibição 
da expansão de células T patogênicas e outras células pró- inflamatórias (MAURI; 
BOSMA, 2012). Pesquisadores propõem que a imunossupressão causada por células 
B seja resultante de um balanço dinâmico entre diferentes subpopulações de linfócitos 
B e outras células do sistema imune frente a respostas inflamatórias. Acredita-se que 
exista uma ligação entre subpopulações de linfócitos B regulatórios (Breg) e células B 
produtoras de anticorpos, o que pode indicar que as células Breg tenham a 
capacidade de se diferenciar definitivamente em plasmócitos (ROSSER; MAURI, 
2015). 
O tratamento de escolha para os pacientes com NMO é feito baseado na 
administração de imunossupressores principalmente. Os conhecimentos adquiridos 
acerca da patogênese da NMOSD até o presente momento impulsionaram novas 
pesquisas e ensaios clínicos de medicamentos com efeitos em potencial, menos 
tóxicos e mais eficazes do que o tratamento empírico utilizado no momento presente. 
Por se tratar de uma doença autoimune, os tratamentos para a NMO têm como 
meta basicamente o controle ou modulação do sistema imunológico dos indivíduos. 
Os medicamentos utilizados na NMO visam basicamente diminuir o dano causado 
durante os ataques e evitar futuros ataques. Por se tratar de uma doença rara, existem 
poucos estudos sobre esse tema com portadores de NMO. Dessa forma, o tratamento 
desses pacientes é baseado na extrapolação do conhecimento adquirido em testes 
farmacológicos para outras doenças autoimunes neurológicas, juntamente com a 






Todas as manifestações de surto da NMO devem receber tratamento imediato. 
A administração intravenosa de altas doses de metilprednisona é tipicamente a 
conduta inicial tomada frente a um ataque da doença. No entanto, há casos em que o 
tratamento de primeira linha não é suficiente para reduzir o processo inflamatório e é 
necessária outra forma de intervenção, normalmente a troca de plasma terapêutica 
(COLLONGUES; DE SEZE, 2011). Diferentes estudos demonstraram que a troca de 
plasma terapêutica ou remoção de estruturas de grande peso molecular como 
imunocomplexos e mediadores inflamatórios é bastante efetiva em pacientes com 
NMO, ressaltando a possível participação dessas moléculas no mecanismo 
patogênico da NMO (BONNAN; CABRE, 2012; LEHMANN et al., 2006). 
Assim que há a confirmação do diagnóstico é indicado o início de tratamento 
de manutenção da doença. Especialistas consideram prudente tratar também 
indivíduos soropositivos para AQP4-IgG após primeiro episódio de MTLE (JACOB et 
al., 2007), uma vez que esse anticorpo se mostrou um bom preditor de surtos nesse 
contexto (WEINSHENKER et al., 2006). Corticosteroides orais, como a prednisona, 
são opções de rápida ação e efetivas para pacientes com atividade recente da doença 
(FLANAGAN; WEINSHENKER, 2014). 
Alternativamente outros imunossupressores são utilizados no tratamento 
preventivo de novos ataques, entre eles estão a azatioprina (AZA), o micofenolato de 
mofetila (MMF) e o rituximab. A azatioprina e o micofenolato são os fármacos não 
corticoides mais aplicados no tratamento da NMO, pois ambos são capazes de gerar 
diminuição das taxas de surtos anuais e da severidade dos ataques (ELSONE et al., 
2014; JACOB et al., 2009), sendo uma importante diferença entre eles o menor custo 
da azatioprina. AZA é o pró-fármaco da 6-mercaptopurina, que após ser metabolizada 
no fígado funciona como antagonista por retroalimentação negativa no metabolismo 
de purinas e impede a síntese de novo de DNA e RNA, via bastante importante para 
ativação de linfócitos T, produção de anticorpos, e circulação de monócitos e 
granulócitos (NIELSEN; VAINER; RASK-MADSEN, 2001). A dose recomendada de 
AZA no tratamento da NMOSD é de 2 a 3 miligramas/quilogramas/dia (SHERMAN; 
HAN, 2015). Analogamente o MMF também atua na inibição da síntese de material 
genético nas células do sistema imune, mas por depleção de guanosina monofosfato. 
Como resposta a esse fármaco observa-se inibição da proliferação de células T e B, 
da função das células dendríticas, além da produção de imunoglobulinas (ALLISON; 






(SHERMAN; HAN, 2015). Esses dois medicamentos imunossupressores possuem 
latência de aproximadamente seis meses até sua total efetividade, então é indicada a 
administração concomitante de corticosteroides até sua total atividade. Pacientes com 
NMO soronegativos para o anticorpo anti-AQP4 também se beneficiam do tratamento 
com ambos imunossupressores, e podem utilizar a leucoferese como uma alternativa 
quando são refratários ao tratamento tradicional (BERNARD-VALNET et al., 2015). 
Já o rituximab é um anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20, que parece ser 
uma possível alternativa aos pacientes refratários ao tratamento com os 
imunossupressores acima citados. O rituximab depleta quase completamente as 
células B circulantes da periferia por citotoxicidade dependente de anticorpo (CCDA) 
em aproximadamente três semanas. No entanto esse fármaco não representa um 
tratamento tão efetivo quanto à azatioprina e ao micofenolato, além de ser  mais  
caro (FLANAGAN; WEINSHENKER, 2014). 
Outros tratamentos menos comuns e com potencial efetividade incluem: 
metotrexato (KITLEY et al., 2014), tacrolimus (MEYTS et al., 2011) e ciclosporina 
(KAGEYAMA et al., 2013). Outras drogas imunossupressoras como mitoxantrone e 
ciclofosfamida também foram alvo de estudos como possíveis tratamentos, porém 
apresentaram efeitos adversos muito proeminentes ou resultados inconclusivos. 
O uso de imunomoduladores como IFN-β como estratégia terapêutica para 
NMO é tanto ineficaz quanto parece exacerbar a doença, facilitando aparecimento de 
novas lesões (SHIMIZU et al., 2008), e elevação drástica no título de auto anticorpos 
anti-AQP4 e no número de surtos (BOMPREZZI et al., 2011; PALACE et al., 2010). 
Fato que é bastante preocupante, pois o IFN-β faz parte da primeira linha de 
tratamento da Esclerose Múltipla e a NMO apresenta sintomas iniciais bem parecidos 
com a mesma. 
Apesar de ser uma desordem rara, a NMO é uma doença bastante grave que 
ainda depende de tratamentos pouco estudados e de baixa especificidade. A NMO 
pode levar à cegueira funcional, paraplegia, distúrbios urinários e intestinais, falência 
respiratória e até mesmo morte. Além disso, é bastante prevalente o desenvolvimento 
de comorbidade com outras doenças autoimunes. 
Características como MTLE e NO já foram citadas em diferentes situações na 
literatura como complicações decorrentes do LES ou da síndrome de Sjögren - SS 
(ARABSHAHI et al., 2006; INSLICHT et al., 1998). A partir de testes sorológicos para 






autoimunes do tecido conectivo, verificou-se que metade desses indivíduos eram 
soropositivos para NMO-IgG, enquanto que todos pacientes com LES ou SS sem 
manifestações de MTLE ou NO eram soronegativos para esse anticorpo. Tais 
observações reforçam a ideia de que é mais provável que esses pacientes sejam 
portadores de duas doenças autoimunes sobrepostas, o que contraria a suposição de 
que a MTLE e NO nesses pacientes sejam decorrentes de vasculite causada por 
doenças autoimunes sistêmicas como LES ou SS. Seguindo esse pensamento de 
sobreposição, a NMO também pode coexistir com outras condições como miastenia 
gravis, diabetes melitus, ou tireoidite de Hashimoto. A coexistência de SS ou SLE com 
NMO provavelmente reflete uma predisposição de pacientes com NMO a desenvolver 
várias doenças autoimunes, tanto órgãos-específicas quanto não específicas 
(PITTOCK, 2008). 
Indivíduos portadores dessa doença geralmente evoluem com pobre 
prognóstico, uma vez que apresentam recaídas frequentes nos primeiros anos da 
doença, com primeiro episódio geralmente bastante grave e maior chances de não 
recuperação total dos sintomas. Dessa forma é bastante importante uma melhor 
compreensão da doença para que seja possível o desenvolvimento de melhores 
terapias e novas abordagens para a doença, e consequentemente uma vida melhor 
para os pacientes. O presente estudo procurou contribuir com a melhor compreensão 
da NMO através do estudo de diferentes aspectos imunológicos de pacientes 




2.1 Objetivo Geral 
Estudar as subpopulações de linfócitos B em pacientes portadores de 
Neuromielite Óptica. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 Verificar a presença do anticorpo anti-AQP4 no soro de pacientes portadores 
de Neuromielite Óptica. 
 Avaliar a frequência de células B naïve e de memória no sangue periférico e 






 Avaliar a frequência de células B produtoras de IL-10 no sangue periférico dos 
pacientes. 
 Analisar a expressão gênica de proteínas anti e pró- inflamatórias nas células 





Foram recrutados os pacientes do Departamento de Neurologia da Faculdade 
de Ciências Médicas da UNICAMP. Estudamos pacientes que preenchem o critério 
diagnóstico para o Espectro de Doenças da Neuromielite Óptica (NMOSD). 
Os critérios propostos por Wingerchuk e colaboradores para diagnóstico da 
NMOSD são (Wingerchuk et al., 2006): 
 
● Neurite óptica; 
● Mielite aguda; 
● E pelo menos dois dos três critérios de suporte 
a. Lesão contígua na medula espinal com extensão maior ou 
igual a três segmentos vertebrais em imagem de ressonância 
magnética (RM); 
b. RM de crânio que não preencha critério diagnóstico para 
Esclerose Múltipla; 
c. Soropositividade para o anticorpo anti-AQP4 
Incluímos 19 pacientes soropositivos para o anticorpo anti-AQP4 e 3 pacientes 
soronegativos. Todos pacientes tinham indicação de tratamento com 
imunossupressores no momento da coleta. Foram coletadas amostras de sangue 
periférico de todos os pacientes, e amostras de LCR de 7 pacientes que se 
voluntariaram para a coleta desse material, já que esse não é um procedimento de 
rotina para a NMOSD. 
Os indivíduos saudáveis foram recrutados da comunidade local e não têm 
história familiar de doenças neurológicas ou psiquiátricas. Pacientes com 
comorbidades significativas, como alcoolismo, trauma de crânio, hipertensão arterial, 
diabetes mellitus, acidente vascular, abuso de drogas e doenças malignas foram 






Antes da coleta de amostras, todos os indivíduos foram informados sobre a 
pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da UNICAMP. Número CAAE: 49846115.8.0000.5404. 










4.1 Detecção de anticorpo anti-AQP4 em soro de pacientes 
Utilizou-se o kit Anti-Aquaporin-4 IIFT obtido da Euroimmun (Alemanha). Células 
HEK293 transfectadas com a molécula de aquaporina (AQP4) foram o substrato para 
o ensaio. Como controle negativo utilizaram-se células HEK293 não transfectadas. 
Vinte microlitros (µl) das amostras de soro dos pacientes e controles negativo e 
positivo do kit foram incubados por 30 minutos (min) na lâmina contendo o substrato. 
Em seguida a lâmina foi lavada com o tampão de lavagem sugerido pelo kit. Em 
reações positivas, anticorpos anti-AQP4 se ligam aos antígenos presentes nas 
células. Posteriormente foram adicionados 20 µl do anticorpo secundário conjugado 
com fluoresceína e a lâmina ficou em repouso por 30 min no escuro. Os resultados da 
reação são lidos em microscópio de fluorescência no comprimento de onda 488 nm. 
 
4.2 Detecção da citocina pró-inflamatória IL-17 em soro de pacientes e de 
indivíduos saudáveis 
Para avaliar a presença ou não da citocina IL-17 em amostras de soro foi 
empregado o kit de ELISA Human IL-17 Quantikine, R&D Systems (Minneapolis, MN, 
EUA). 
Inicialmente são incubados por três horas as amostras de soro dos pacientes e 
controles saudáveis, as amostras da curva padrão e o branco na placa fornecida no 
kit. A placa fornecida pelo fabricante já vem pré-sensibilizada. 
Após o tempo de incubação, a placa é lavada três vezes com o tampão de 
lavagem. São adicionados em cada poço 200 µl de solução com o anticorpo anti IL- 
17 conjugado com peroxidase de rábano silvestre. A placa é incubada por uma hora. 
Posteriormente a placa é lavada três vezes com o tampão de lavagem e são 
colocados  200  µl  da  Solução  de  Substrato,  contendo  peroxido  de  hidrogênio e 
tetrametilbenzidina, em cada poço. A placa é incubada por 30 min protegida da luz. 
Após são adicionados 50 µl da Solução de Parada, que contém 1% de 2N H2SO4, 
em cada poço. 
A concentração de IL-17 em cada amostra foi determinada por leitor utilizando 
absorbância de 450 nm logo após adição da Solução de Parada. 






Primeiramente o processo foi realizado com soro dos pacientes e controles 
saudáveis diluídos como sugerido pelo fabricante; e em um segundo momento o 
experimento foi executado com amostras de sobrenadante da cultura de linfócitos 
(estímulo por 24 horas) de pacientes e controles saudáveis. 
 
4.3 Obtenção de PBMCs para ensaios 
Células mononucleares do sangue periférico (PBMC - Peripheral Blood 
Mononuclear Cell) foram isoladas a partir do sangue periférico de pacientes e 
controles saudáveis utilizando o gradiente de Ficoll-Histopaque, técnica que separa 
as células com base em sua densidade e tamanho. 
O sangue dos indivíduos foi coletado em tubo heparinizado, que foi centrifugado 
a 1200 rpm por 10 min com refrigeração de 4°C. Com auxílio de pipeta pasteur 
descartável é retirada a fração de interface entre o plasma e a região rica em 
eritrócitos. Essa fração é diluída em Solução Balanceada de Hank’s em novo tubo. 
Com outra pipeta pasteur descartável, 6 ml dessa fração diluída do sangue é colocada 
delicadamente em tubo contendo 3 ml de Ficoll-Histopaque. Posteriormente essa 
amostra é centrifugada por 30 min a 1400 rpm com refrigeração de 4°C. Retira-se com 
cuidado a nuvem de leucócitos ou PBMCs formada. As células separadas são lavadas 
com Solução Balanceada de Hank’s e contadas. Por fim as PBMCs foram distribuídas 
entre os diferentes ensaios. 
 
4.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo para avaliar os marcadores de 
superfície IgD, CD27 em linfócitos B 
A expressão das moléculas de superfície CD19, IgD, CD27 foi determinada por 
citometria de fluxo. Para isso foram utilizados anticorpos anti-humano de camundongo 
ou rato adquiridos de BD Biosciences (San Jose, CA, EUA) e eBioscience (San Diego, 
CA, USA). Diferentes painéis de combinações de anticorpos foram montados para 
analisar variadas subpopulações celulares. 
Foram separados 100 µl de PBS contendo 5.105 PBMCs em tubos de 
poliestireno para leitura de citometria. Já para análise das células presentes no líquido 
cefalorraquiano dos pacientes, o material coletado foi centrifugado por 8 minutos a 
1000 rpm com refrigeração de 4°C. As células foram incubadas com os anticorpos e 
seus conjugados em gelo por 30 minutos. Após incubação as células foram lavadas 






Utilizamos os seguintes anticorpos e seus conjugados no protocolo apresentado: 
 
Anticorpo Fluorocromo Fabricante No. de catálogo 
CD19 FITC BD Pharmingen 558664 
IgD PerCy7 BD Pharmingen 561314 




4.5 Separação de linfócitos B a partir de sangue periférico 
Linfócitos B foram enriquecidos a partir das PBMCs utilizando o kit The 
EasySep® Human B Cell Enrichment, StemCell Technologies (Vancouver, BC, CA), 
que isola células B por seleção negativa. As células não desejadas são marcadas com 
Complexos Tetraméricos de Anticorpo que reconhecem células que não sejam os 
linfócitos B e partículas magnéticas. As células marcadas são separadas utilizando o 
magneto EasySep®. Enquanto as células não desejadas ficam retidas na parede do 
tubo por ação do magneto, as células B em solução são colocadas em outro tubo. 
Por indicação do fabricante partimos de uma suspensão de células 
mononucleares de concentração de até 5.107 células por ml de meio recomendado 
(PBS contendo 1mM de EDTA e 2% de SFB). A suspensão é colocada em um tudo 
de poliestireno de 5 ml e são adicionados 50 µl/ml de coquetel de enriquecimento de 
célula B humana. A amostra é incubada por 10 min. Posteriormente são adicionados 
75 µl/ml da solução contendo partículas magnéticas bem homogeneizadas. A amostra 
é incubada por 5 min. Todas incubações foram realizadas em temperatura ambiente 
(22-25°C). 
Após as incubações, é adicionado 1,5 mL de meio recomendado pelo 
fabricante. O tubo é colocado no magneto da Stem Cell por 5 min. Em seguida o tubo 
dentro do magneto é vertido rapidamente de modo que a suspensão passe para um 
novo tubo. A suspensão contendo células B purificadas foi centrifugada por 10 min a 
1200 rpm com o meio de cultura (RPMI suplementado com antibiótico na 
concentração indicada pelo fabricante do mesmo e 10% de SFB). Os linfócitos B 
purificados foram colocados em cultura com estímulo de 1 µl de solução contendo 
CpG-ODN por 24 horas. As células foram mantidas em estufa a 37°C em uma 
atmosfera úmida em 5% CO2. 
CpG-ODN são sequências capazes de ativar células B, pois são ligantes dos 






Diego, CA, EUA). Foi utilizado o CpG-ODN 2395 (sequência de 5’ a 3’: 
TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCCG) diluído em PBS estéril com concentração final de 
5 µg/ml. 
 
4.6 Imunofenotipagem por citometria de fluxo para avaliar a expressão de IL- 
10 em linfócitos B 
A partir de linfócitos B purificados e estimulados com CpG-ODN, avaliamos a 
produção da citocina IL-10 por essas células. Após a cultura com CpG-ODN, as 
células B foram incubadas com Brefeldina A em concentração final de 1 µl/ml por 5 
horas. A Brefeldina A é um inibidor do transporte intracelular de proteínas. As células 
foram mantidas em estufa a 37°C em uma atmosfera úmida em 5% CO2. 
Após a incubação, as células são lavadas com 1 ml de PBS, e as células são 
ressuspensas em 100 µl de PBS. As células foram incubadas com o anticorpo para 
marcação de antígenos de superfície em gelo por 30 minutos. Após incubação as 
células foram lavadas com PBS e incubadas com 100 µ de paraformaldeído 4% por 
20 min no escuro em temperatura ambiente. 
Os linfócitos B são lavados com PBS e incubados em 200 µl de PBS contendo 
0,01% de Tween 20 por 24 horas. Após são adicionados 2 µl do anticorpo anti IL-10 
e a solução é incubada por 5 horas na geladeira. Após incubação as células foram 
lavadas com PBS e fixadas em PBS contendo 2% de paraformaldeído. 
Utilizamos os seguintes anticorpos e seus conjugados no protocolo apresentado: 
 
 
Anticorpo Fluorocromo Fabricante No. de catálogo 
CD19 FITC BD Pharmingen 558664 




4.7 Cultura de linfócitos estimulados com anti-CD3 e CD28 por 24h e 48h 
Inicialmente é feito um revestimento do fundo dos poços da placa de cultura que 
serão utilizados com o anticorpo anti-CD3 na concentração de 1 µg/ml de PBS estéril. 
A placa com o 100 µl da solução de PBS com anticorpo é incubada durante a noite a 
4°C. No dia seguinte, o líquido dos poços é aspirado com cuidado. Então são 
plaqueadas 2.105 PBMCs em cada poço revestido com o anti-CD3. Após são 






0,3 µg/ml. O meio de cultura utilizado no experimento foi RPMI suplementado com 2% 
de Soro Fetal Bovino (SFB), 1% de glutamina e antibiótico na concentração indicada 
pelo fabricante. As células foram mantidas em estufa a 37°C em uma atmosfera úmida 
em 5% CO2. 
Depois do tempo de estímulo, as células e sobrenadantes foram centrifugados a 
1200 rpm por 10 min. O sobrenadante foi congelado separadamente das células, que 
foram congeladas em tampão de RLT da Qiagen para extração de RNA. 
Utilizamos os seguintes anticorpos no estímulo de linfócitos em cultura in vitro: 
 
 
Anticorpo Fabricante No. de catálogo 
CD3 BD Pharmingen 551916 




4.8 Extração e transcrição reversa do RNA mensageiro de amostras de 
pacientes e indivíduos saudáveis 
Para extração do RNA total de PBMCs provenientes de pacientes e indivíduos 
saudáveis utilizamos o Micro Kit RNeasy da Qiagen (Austin, TX, EUA). 
Foram estocadas 5.105 PBMCs em 350 µl de tampão RLT com 1% β- 
Mercaptoetanol) a -80°C. Após as amostras estarem totalmente descongeladas são 
adicionados 350 µl de etanol 70% nas mesmas e a mistura é totalmente 
homogeneizada com a pipeta. A mistura é transferida para a coluna de separação que 
foi colocada em um tubo de coleta de 2 ml. A coluna é centrifugada por 15 segundos 
(s) a 10000 rpm com a tampa fechada. O líquido que atravessa a coluna é descartado. 
São adicionados 700 µl de tampão RW1 e a coluna é centrifugada por 15s a 10000 
rpm com a tampa fechada. Descarta-se o tubo de coleta junto ao líquido presente nele, 
e a coluna de separação é colocada em um novo tubo de coleta de 2 ml. São 
colocados 500 µl de etanol 80% e a coluna é centrifugada por 2 min a 10000 rpm com 
a tampa fechada. Descarta-se o tubo de coleta junto ao líquido presente nele, e a 
coluna de separação é colocada em um novo tubo de coleta de 2 ml. A coluna de 
separação é centrifugada por 5 min na velocidade máxima com a tampa aberta. 
Descarta-se o tubo de coleta junto ao líquido presente nele, e a coluna de separação 






RNase para eluição do RNA. A coluna é centrifugada por 1 min na velocidade máxima 
com a tampa fechada. Todas as centrifugações foram realizadas a 23°C. 
Para transcrição reversa do RNA mensageiro em cDNA utilizou-se o kit High 
Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). 
Para o volume 10 µl de RNA eluído foi preparada uma mistura com os 
reagentes do kit. São combinados 2 µl de 10RT buffer, 0,8 µl de dNTP mix, 2 µl de 
10RT Randon primers, 4,2 µl de H2O livre de RNase e 1 µl de multiscribe 
(transcriptase reversa). Para cada reação de 20 µl foi utilizado até 1 µg de RNA. As 
amostras foram submetidas a protocolo específico no termociclador. 
 
4.9 Expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias em amostras de 
pacientes e controles saudáveis 
No PCR em Tempo Real quantitativo, o cDNA foi analisado com Master Mix para 
PCR da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Foram utilizados primers para 
reação com Taqman da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Os genes das 


















O gene GAPDH foi usado como controle endógeno. 
Para cada amostra misturamos 6,25 µl de Master Mix, 0,625 µl do primer 






RT foram pipetados 7 µl da mistura de reagentes e 5 µl do cDNA diluído (1:20). As 
amostras foram submetidas a protocolo específico na máquina de PCR-RT. 
Como método de análise da expressão gênica por PCR em Tempo Real 
utilizamos o cálculo de Delta- Delta Ct (ΔΔCt). Utilizou-se a fórmula [ ΔCt (amostra) – 
ΔCt (amostra normalizadora) ] para calcular o valor de ΔΔCt. Como amostra 
normalizadora foi escolhido um dos indivíduos saudáveis para cada gene. O valor da 
expressão gênica relativa resultou da aplicação da fórmula 2- ΔΔCt para cada amostra. 
 
4.10 Análise estatística 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software BioEstat 5.0, 
fornecido gratuitamente pelo Instituto Mamirauá. Foi utilizado o teste estatístico não 
paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon. Foram considerados como estatisticamente 
significativos os valores de p< 0,05. 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Detecção do anticorpo anti-AQP4 no soro de pacientes 
A neuromielite óptica (NMO) é uma doença inflamatória desmielinizante do 
sistema nervoso central (SNC) na qual são observados ataques recorrentes de mielite 
extensiva longitudinal e neurite óptica. Atualmente foi introduzido o termo “Espectro 
de doenças de NMO” (NMOSD), o qual também inclui formas limitadas da doença, 
como pacientes que apresentam somente neurite óptica (NO) bilateral simultânea ou 
recorrente, e pacientes com eventos únicos ou recorrentes de mielite extensiva 
longitudinal (LETM) (WINGERCHUK et al., 2007). Estudos indicam que a maior parte 
dos pacientes diagnosticados com NMO ou NMOSD são soropositivos para o 
anticorpo anti-AQP4. Porém, a não detecção do anticorpo pode estar relacionada com 
o período de coleta da amostra, uma vez que pacientes tratados com 
imunossupressores podem apresentar níveis de anticorpo não detectáveis 
(COLLONGUES et al., 2011). 
Na Figura 1 são mostrados exemplos de reações positivas (A e C) e negativas 
(B e D) para a presença de anticorpos anti-AQP4. Estudo prévio de nosso laboratório 
mostrou presença desses anticorpos em 80% dos pacientes testados (VON GLEHN 








Figura 1. Avaliação da presença ou ausência do anticorpo anti-AQP4 no soro de 
pacientes. Os testes foram realizados como auxílio de pesquisa para o diagnóstico 
dos pacientes de NMOSD. Em testes com amostras soropositivas há ligação do 
anticorpo anti-AQP4 nas células HEK transfectadas para esse canal de água, e 
consequentemente há reação com o anticorpo conjugado com fluoresceína e emissão 
de fluorescência quando observado em microscópio de fluorescência no comprimento 
de onda 488 nanômetros. Já em amostras soronegativas não ocorre nenhum tipo de 
ligação e dessa forma não há emissão de fluorescência. A figura mostra um controle 
positivo (A) e um negativo (B) para esse tipo de reação, além de um exemplo de 
amostra soropositiva para o anticorpo anti-AQP4 (C) e de uma amostra soronegativa 
para esse auto anticorpo (D). 
 
Os resultados apresentados a seguir contam com a análise de amostras de 
pacientes que preenchem os critérios diagnósticos para NMOSD segundo Wingerchuk 
e colaboradores (2007) (WINGERCHUK et al., 2007). Dos pacientes incluídos no 






5.2 Avaliação da frequência das subpopulações de linfócitos B naïve e de 
memória no sangue periférico e líquido cefalorraquiano de pacientes 
portadores de NMOSD 
A NMOSD é basicamente consequência da ação do braço humoral da resposta 
imune. Danos neurológicos são causados a partir da ligação de anticorpos anti-AQP4 
nesses canais de água, e posterior ativação da via clássica do complemento 
(LENNON et al., 2004). Essa via do complemento é capaz de induzir a produção de 
moléculas quimioatraentes para células como fagócitos, neutrófilos e eosinófilos, além 
da montagem do complexo de ataque à membrana. Células ativadas atraídas pelo 
sistema complemento podem levar à liberação de citocinas e radicais de oxigênio que 
tem a capacidade de danificar o tecido neurológico (LUCCHINETTI et al., 2002). 
Apesar da grande importância dos anticorpos anti-AQP4 para essa doença, o 
conhecimento acerca da função dos linfócitos B nos portadores de NMOSD é ainda 
bastante limitado. Para uma análise mais ampla dos diferentes subtipos celulares de 
linfócitos B, verificamos a presença de marcadores de superfície característicos 
dessas células por intermédio de imunofenotipagem por citometria de fluxo. 
Verificamos as frequências das subpopulações de linfócitos B naïve e de 
memória no sangue e no líquido cefalorraquiano de pacientes com NMOSD. Para isso 
utilizamos os marcadores de superfície IgD e CD27 (Figura 2). 
A molécula IgD passa a ser expressada por linfócitos B quando estes migram 
da medula óssea para popular os órgãos linfoides periféricos. Além disso, IgD parece 
estar envolvida na homeostase e controle da resposta das células B. A maturação 
mediada por IgD de células B auto reativas pode ser vantajosa no combate a 
patógenos que mimetizam antígenos próprios, embora esse tipo de maturação 
apresente riscos de desenvolvimento de doenças autoimunes, já que a maior 
expressão de IgD parece estar envolvida com escape de mecanismos de seleção 
negativa (GEISBERGER; LAMERS; ACHATZ, 2006). 
Já a molécula de superfície CD27 faz parte da superfamília de receptores para 
TNF e interage com CD70 presente na superfície de células T ativadas, o que facilita 
a diferenciação de células B em plasmócitos, que são as células produtoras de 







Figura 2. Modelo da análise da imunofenotipagem por citometria de fluxo para 
os marcadores de superfície CD19, CD27 e IgD. Para avaliar os diferentes subtipos 
celulares relacionados aos marcadores de superfície CD19, CD27 e IgD partimos do 
gate de células com características de linfócitos (A) e delimitamos os quadrantes 
representativos para os marcadores IgD (B) e CD27 (C) em relação às células CD19+. 
A partir das células CD19+CD27+ (quadrante Q6 em C), analisamos quais delas seriam 
positivas e negativas para o marcador IgD (D). E de modo análogo, analisamos quais 
células CD19+CD27- (quadrante Q7 em C) apresentariam ou não IgD (E). 
 
A análise da expressão das moléculas IgD e CD27 em células B permite dividir 
esse tipo celular em dois grupos principais: linfócitos B naïve maduros, que 
apresentam fenótipo CD19+CD27-IgD+ (Figura 2B); e linfócitos B de memória 
convencionais, que apresentam fenótipo CD19+CD27+IgD- (Figura 2D). 
Linfócitos B naïve maduros representam geralmente a principal população 
presente no sangue periférico de indivíduos saudáveis. Essa subpopulação encontra- 








Figura 3. Frequência de células CD19+CD27-IgD+ presentes no sangueperiférico 
e líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis. Células CD19+CD27-IgD+ são também 
conhecidas como células B naïve. Não foi encontrada diferença estatisticamente 
significativa no que diz respeito à frequência dessas células no sangue periférico de 
pacientes e indivíduos saudáveis. Quando comparadas as frequências pareadas de 
células B naïve presentes no sangue periférico e no líquido cefalorraquiano dos 
pacientes portadores de NMOSD, com exceção de um deles, é possível observar uma 
tendência de menor circulação desse tipo celular no líquido cefalorraquiano do que no 
sangue desses pacientes. 
 
No presente estudo, não observamos diferença entre as frequências de células 
B naïve presentes no sangue periférico de pacientes e dos indivíduos saudáveis 
(Figura 3A). No entanto, observamos uma tendência de menor frequência dessa 
subpopulação celular no LCR quando comparado ao sangue periférico dos pacientes 
estudados (Figura 3B), o que pode demonstrar a não migração dessas células para 
os locais de lesão. 
Nós também verificamos que as frequências de células B de memória 
convencionais não diferem entre o grupo de pacientes e o de indivíduos saudáveis 
(Figura 4A). No SLE, quem também é uma doença autoimune de caráter humoral, foi 
verificada maior frequência desse subtipo celular no sangue dos pacientes (DÖRNER; 
JACOBI; LIPSKY, 2009; ODENDAHL et al., 2000); e essa maior frequência parece 
estar relacionada com a diminuição da frequência de linfócitos B naïve nesses 







Figura 4. Frequência de células CD19+CD27+IgD- presentes no sangueperiférico 
e líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis. Células CD19+CD27+IgD- são também 
conhecidas como células B de memória convencionais e podem dar origem a 
plasmócitos. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa em relação à 
frequência dessas células no sangue periférico de pacientes e sujeitos saudáveis. 
Quando comparadas as frequências pareadas de células B de memória presentes no 
sangue periférico e no líquido cefalorraquiano dos pacientes portadores de NMOSD, 
observamos que dois pacientes apresentaram leve diminuição da frequência dessas 
células no líquido cefalorraquiano em relação ao sangue, um paciente não 
demonstrou diferença dessa frequência nos dois tipos de material analisados, e quatro 
portadores de NMOSD exibiram maior frequência de células B de memória no líquido 
cefalorraquiano em relação ao sangue. 
 
Ainda na figura 4 é possível constatar uma tendência de maior frequência 
dessas células no LCR dos pacientes em relação as suas respectivas amostras de 
sangue periférico (Figura 4B), denotando uma possível migração dessas células para 
os locais de lesão. A presença dessas células no SNC pode perpetuar a resposta 
inflamatória nos locais de lesão, pois essas células são mais facilmente ativadas 
(DÖRNER; GIESECKE; LIPSKY, 2011), e aumentam a produção de anticorpos ao 
serem reestimuladas com o antígeno específico. Além disso, já foi verificado que essa 
subpopulação é grande produtora de citocinas pró- inflamatórias (DUDDY et al., 
2007). 
É importante lembrar que a coleta de LCR foi voluntária, já que esse não é um 
procedimento de rotina para a NMOSD. Então contamos com um número desse tipo 
amostra bastante limitado, e provavelmente por isso sejam observadas apenas 






Nos últimos anos foi descrita uma subpopulação bastante limitada de linfócitos 
B CD27-IgD- dentro do compartimento das células B de memória. Linfócitos B com 
fenótipo CD19+CD27-IgD- também são chamados de linfócitos B de memória duplo 
negativos (DN). No LES a frequência desse subtipo celular está aumentada no sangue 
periférico dos pacientes (ANOLIK et al., 2004; HUANG et al., 2002; WEI et al., 2007), 
e essas células DN parecem estar relacionadas com a atividade da doença e o 
desenvolvimento de complicações renais (WEI et al., 2007). 
Acredita-se que esses linfócitos de memória DN não sejam capazes de se 
diferenciar em células produtoras de anticorpos por não expressarem CD27 e, dessa 
forma, não serem sensíveis ao estímulo de diferenciação através da ligação de CD70 
presente em células T ativadas (AGEMATSU et al., 2000). É possível que essa 
subpopulação contribua com a patogênese do LES através de mecanismos 
independentes da produção de anticorpos, sejam eles pela produção de citocinas ou 
pela capacidade das células B serem apresentadoras de antígenos. Esse tipo de 
contribuição no desenvolvimento da doença já foi observado no modelo murino do 
LES, no qual verificou-se o desenvolvimento da doença em animais que possuem 
células B, mas que não produzem anticorpos solúveis (CHAN et al., 1999). 
 
 
Figura 5. Frequência de células CD19+CD27-IgD- presentes no sangue periférico 
e líquido cefalorraquiano de pacientes portadores de NMOSD e no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis. Células CD19+CD27-IgD- compreendem uma 
pequena proporção dentro do grupo das células B de memória. Esse subtipo celular 
também é conhecido como células B de memória duplo negativas. Não foi encontrada 
diferença estatisticamente significativa em relação à frequência dessas células no 
sangue periférico de pacientes e sujeitos saudáveis. Quando comparadas as 
frequências pareadas desse raro subtipo de células B de memória presente no sangue 
periférico e no líquido cefalorraquiano dos pacientes portadores de NMOSD, 






no líquido cefalorraquiano em relação ao sangue, dois pacientes não exibiram 
diferença dessa frequência nos dois tipos de material analisado, e três portadores de 
NMOSD demonstraram maior frequência de células B de memória duplo negativas no 
líquido cefalorraquiano em relação ao sangue. 
 
A frequência de células B de memória DN no sangue periférico dos pacientes 
portadores de NMOSD não está aumentada em relação à verificada no grupo de 
indivíduos saudáveis (Figura 5A), como já foi verificado no LES. Os dois grupos aqui 
estudados não apresentam diferença estatisticamente significativa em relação à 
frequência desse subtipo celular. Também não existe tendência de aumento ou 
diminuição dessas células no LCR dos pacientes em comparação a suas amostras de 




5.3 Avaliação da frequência de linfócitos B produtores de IL-10 no sangue 
periférico de pacientes portadores de NMOSD 
Durante um longo período acreditou-se que as células B contribuiriam com a 
patogênese de doenças autoimunes apenas através da produção de anticorpos. 
Porém o repertório funcional dessas células na autoimunidade também compreende 
sua capacidade de apresentar antígenos para células T e a secreção de citocinas pró- 
inflamatórias. 
As células B também podem regular respostas imunológicas através da síntese 
de citocinas imunomoduladoras. A identificação das subpopulações de células B 
reguladoras e seus mecanismos de ação fazem parte de estudos recentes, mas já é 
reconhecida a importância desses linfócitos na regulação do sistema imunológico. A 
subpopulação de linfócitos B reguladores mais estudada é a de B10, ou células B 







Figura 6. Imunofenotipagem por citometria de fluxo de células CD19+IL-10+ 
presentes no sangue periférico de pacientes portadores de NMOSD e indivíduos 
saudáveis. Linfócitos B purificados a partir do sangue periférico de pacientes 
portadores de NMOSD e sujeitos saudáveis foram estimuladas em cultura com CpG- 
ODN por 24 horas. As células B foram separadas em células não ativadas (Gate A) e 
ativadas (Gate B) de acordo com suas características de tamanho (A). Quando 
comparadas as frequências de células B não ativadas produtoras IL-10 entre os 
grupos de pacientes e indivíduos saudáveis, observamos a tendência de maior 
frequência dessas células nas amostras de pacientes, no entanto essa diferença não 
é estatisticamente significativa. A análise da frequência de células ativadas que 
produzem IL-10 mostra que há diferença estatisticamente significativa entre o grupo 
de pacientes e indivíduos saudáveis, sendo que as células B ativadas produtoras de 
IL-10 são mais frequentes nas amostras de pacientes com NMOSD. PGateB=0,0380 
 
Após estímulo com CpG-ODN, verificamos a expressão da citocina IL-10 pelas 
células B de pacientes portadores de NMOSD e indivíduos saudáveis. Após a 
separação da população de células B utilizando partículas magnéticas, foi possível 
separar essa população em linfócitos B não ativados (Gate A) e ativados (Gate B) de 
acordo com as características de tamanho dessas células. Verificamos a frequência 
de células que expressam IL-10 nas duas subpopulações. 
Na subpopulação de células B não ativadas foi observada uma tendência de 
maior frequência de B10 nas amostras dos pacientes quando comparamos a 
frequência dessas células nos indivíduos saudáveis (Figura 6B). No entanto, essa 
diferença não foi estatisticamente significativa. 
A frequência de células B produtoras de IL-10 é estatisticamente maior entre 






compartimento das células B ativadas (Figura 6B). Isso pode demonstrar uma 
tentativa de recuperação da homeostase do organismo. 
A IL-10 é uma citocina imunomoduladora que participa do controle da 
inflamação através da diminuição da resposta imunológica e induzindo mecanismos 
de tolerância. A IL-10 inibe a proliferação e a produção de citocinas por células T 
ativadas, além de regular negativamente a produção de citocinas pró- inflamatórias e 
a expressão de moléculas coestimulatórias em macrófagos. Outras competências da 
IL-10 compreendem a indução de anergia de células T antígeno-específicas e 
diferenciação de células T reguladoras do tipo 1 (Tr1) (GREGORI et al., 2010). 
As células Tr1 são caracterizadas pela produção de IL-10 e altos níveis de TGF- 
β, e não expressão da proteína FoxP3. De modo análogo às células T reguladoras 
FoxP3+, os linfócitos Tr1 são capazes de suprimir respostas imunes e autoimunes 
(GROUX et al., 1997). 
Por outro lado, a citocina IL-10 também tem função de promover diferenciação 
de células B e de aumentar a síntese de anticorpos por células B CD40 ativadas 
(ROUSSET et al., 1992). A IL-10 induz células B naïve IgD+ CD40 ativadas a secretar 
IgG1 e IgG3 (BRIÈRE et al., 1994). 
Então a maior frequência de células B produtoras de IL-10 pode modular a 
resposta inflamatória característica da NMO através da indução de células Tr1, mas 
também tem a capacidade de exacerbar essa doença autoimune pelo aumento da 
secreção de anticorpos anti- AQP4 por células B ativadas, uma vez que esse auto 
anticorpo é uma IgG1. 
A descrição de uma subpopulação de linfócitos B com função supressora é 
relativamente recente com relação a essa mesma população dos linfócitos T. Pelo 
menos três subpopulações de linfócitos T exercem função supressora da reposta 
imune. Como foi mencionado as células Tr1 são as células produtoras de IL-10, as 
células T supressoras CD25+Foxp3+ e as células Th3, que produzem 
preferencialmente TGF-β (JONULEIT; SCHMITT, 2003). 
Nesse estudo, também analisamos a expressão de RNAm do fator de 
transcrição FoxP3 e da enzima IDO, pois essas proteínas estão envolvidas no 
desenvolvimento e ativação de células T reguladoras (Treg). Essas células têm papel 
fundamental na indução e manutenção da homeostase e da tolerância no sistema 
imune. Elas fazem parte dos mecanismos de tolerância central e periférico que regula 





















Células Treg expressam a proteína FoxP3, que é o principal fator de transcrição 
responsável pela regulação do desenvolvimento e da função desses linfócitos 
(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003). A ativação dessas células pode ser 
mediada pela enzima IDO (BABAN et al., 2009; CHEN et al., 2008), que metaboliza o 
aminoácido essencial triptofano pela via das quinurenina. É possível que a ativação 
de células T pela IDO seja através dos metabólitos do triptofano (MBONGUE et al., 
2015). Diminuição da expressão dessas proteínas pode contribuir com a patogênese 
da NMO, pois o desequilíbrio de células Treg pode favorecer a autoimunidade, já 
























Figura 7. Expressãogênica de FoxP3 e IDO em PBMCs de pacientes portadores 
de NMOSD e indivíduos saudáveis. Verificou-se de forma quantitativa por PCR em 
Tempo Real a expressão de RNAm do fator de transcrição FoxP3 e da enzima IDO 
presentes em amostras de PBMCs de pacientes portadores de NMOSD e de sujeitos 
saudáveis. A expressão de RNAm da citocina FoxP3 foi discretamente menor em 
relação aos indivíduos saudáveis, e essa diferença não foi estatisticamente 
significativa (A). Também observarmos uma leve tendência de maior expressão de 
RNAm da molécula IDO nas células dos pacientes portadores de NMOSD em relação 
aos controles saudáveis (B), no entanto a diferença não foi estatisticamente 
significativa. 
 
Observamos diferença não significativa para a expressão do fator de 
transcrição FoxP3 (Figura 7A). Com relação à expressão da enzima IDO, é possível 
observar uma ligeira tendência de maior expressão dessa molécula no grupo de 





































Apesar do tratamento com imunossupressor, a expressão dessas proteínas é 
equivalente à observada nos indivíduos saudáveis. 
 
5.4 Avaliação da expressão gênica de proteínas com função anti e pró 
inflamatória em pacientes portadores de NMOSD 
Citocinas são proteínas de papel fundamental no desenvolvimento, 
diferenciação e regulação das células do sistema imune. O desequilíbrio na produção 
ou função dessas moléculas parece estar intimamente envolvido com o 
desenvolvimento de doenças autoimunes. Para a análise do perfil de expressão 
gênica das células do sistema imunológico de pacientes portadores de NMOSD 
realizamos ensaios de PCR em Tempo Real para avaliar quantitativamente a 
expressão de RNA mensageiro (RNAm) das citocinas anti e pró-inflamatórias que 
consideramos relevantes para o presente estudo (Figuras 8 e 9). 
Citocinas anti-inflamatórias apresentam diversas funções como por exemplo a 
inibição da síntese de citocinas pró-inflamatórias, supressão da proliferação e 
diferenciação de células T e B, e indução de células T reguladoras ou Tregs (OPAL; 
DEPALO, 2000). A expressão gênica das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β 
aqui analisadas apresentou-se significativamente diminuída nas amostras dos 





















Figura 8. Expressão gênica de citocinas anti-inflamatórias em PBMCs de 
pacientes portadores de NMOSD e indivíduos saudáveis. Foi avaliada de forma 
quantitativa por PCR em Tempo Real a expressão de RNAm de citocinas anti- 
inflamatórias presentes em amostras de PBMCs de pacientes portadores de NMOSD 






















expressão significativamente menor no sangue dos pacientes quando comparados 
aos sujeitos saudáveis (A e B). pA=0,0017 e pB=0,0013 
Estudos apontam a possibilidade de que pacientes portadores de NMOSD 
apresentem um padrão de doença mediada por células Th17 (KIRA, 2011; VARRIN- 
DOYER et al., 2012), apresentando assim maiores níveis de IL-17 e IL-6 em seus 
organismos (ISHIZU et al., 2005; UZAWA et al., 2009). Verificamos a expressão de 
RNAm para as citocinas IL-6, IL-17 e IL-22, envolvidas na resposta Th17, e IFN-γ e 
IFN-α, citocinas de relevante papel na indução de respostas pró-inflamatórias. Em 
nossas amostras verificamos expressão menor e estatisticamente significativa das 
citocinas pró-inflamatórias IL-6, IFN-γ e IFN-α nas células do sangue periférico de 
pacientes em relação aos indivíduos saudáveis (Figuras 9A, 9B e 9C). 
É importante considerar a possibilidade de que a expressão dessas diferentes 
citocinas pode estar diminuída pelo fato dos pacientes estudados serem tratados com 
os imunossupressores azatioprina e micofenilato de mofetila combinados ou não com 
corticosteroides. O tratamento de manutenção com o imunossupressor também foi um 
obstáculo na separação das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 
dos pacientes com o gradiente de Ficoll-Histopaque. O número de células que 
conseguimos separar do sangue coletado dos pacientes foi menor do que 
normalmente separamos de pacientes com Esclerose Múltipla ou dos sujeitos 
saudáveis. Porém, por se tratar de uma doença bastante grave, todas as 
manifestações de surto de NMOSD devem receber tratamento imediato, o que dificulta 


























































































Figura 9. Expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias em PBMCs de 
pacientes portadores de NMOSD e indivíduos saudáveis. Foi analisada de forma 
quantitativa por PCR em Tempo Real a expressão de RNAm de citocinas pró- 
inflamatórias presentes em amostras de PBMCs de pacientes portadores de NMOSD 
e de indivíduos saudáveis. As citocinas pró-inflamatórias IL-6, IFN-γ e IFN-α 
apresentaram expressão significativamente menor no sangue dos pacientes quando 






















































































tendência de maior expressão de RNAm da molécula IL-22 nas amostras dos 
pacientes, essa diferença em relação aos sujeitos saudáveis não foi estatisticamente 
significativa (D). Não foi possível obter amplificação das amostras para o gene da IL- 
17 (E). Verificamos uma expressão muito maior e estatisticamente significativa de 
RNAm dessa citocina nas amostras de pacientes em relação àquelas de indivíduos 
saudáveis (F). pA=0,0003; pB=0,0008; pC=0,0396; pF<0,0001 
 
Apesar da diminuição na expressão das demais citocinas pró-inflamatórias, é 
possível notar uma tendência de aumento de IL-22 (Figura 9D), porém essa diferença 
não foi estatisticamente significativa. A IL-22 é uma citocina produzida por linfócitos 
Th17, porém não foi possível obter amplificação do gene da IL-17 em nossas amostras 
(Figura 9E). 
A não amplificação do RNAm da IL-17 também pode ser explicada, 
alternativamente ao tratamento com imunossupressores, pela maior expressão gênica 
da citocina IL-27 em células dos pacientes com NMOSD (Figura 9F). A IL-27 é uma 
citocina produzida principalmente por células apresentadoras de antígenos ativadas e 
que tem função chave na regulação de linfócitos T (YOSHIDA; YOSHIYUKI; HIROKI 
YOSHIDA, 2008). 
Essa interleucina é capaz regular negativamente a resposta imune Th17 por 
inibição da proliferação de células T CD4+ maduras (HIRAHARA et al., 2012) e da 
produção de citocinas polarizadoras essenciais para esse tipo de resposta 
(MURUGAIYAN et al., 2009). Além disso, pesquisas demonstraram que a IL-27 pode 
inibir efetivamente a expressão do fator de transcrição ROR?-t, específico para Th17 
(DIVEU et al., 2009). Em conjunto, esses dados da literatura indicam que a IL-27 




5.5 Análise do nível proteico da citocina IL-17 produzida por linfócitos de 
pacientes portadores de NMOSD após estímulo in vitro 
Ainda no sentido de verificar a participação de células Th17 na patogênese dos 
pacientes estudados, investigamos pela metodologia de ELISA a presença ou 
ausência da citocina IL-17 no soro de pacientes portadores de NMOSD e indivíduos 
saudáveis. Não foi possível detectar a presença dessa proteína em qualquer uma das 
amostras  analisadas.  É  plausível  que  os  níveis  séricos  de  IL-17  dos pacientes 
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participantes estejam muito baixos e não sejam detectáveis por ELISA devido à 
imunossupressão causada pelo tratamento. 
Afim de estimular, pelo menos em parte, a produção de IL-17 realizamos 
culturas de PBMCs com estímulo de anticorpos monoclonais anti-CD3 e CD28, 
específicos para ativação e expansão de linfócitos T humanos. Após 24 horas de 
estímulo, o sobrenadante da cultura foi coletado e analisamos a concentração de IL- 
17 em amostras de pacientes e sujeitos saudáveis. 
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Figura 10. Avaliação da presença de IL-17 no sobrenadante de linfócitos de 
pacientes portadores de NMOSD e sujeitos saudáveis após estímulo in vitro por 
24h. PBMCs separadas do sangue periférico de pacientes e indivíduos saudáveis 
foram colocados em cultura com os anticorpos anti-CD3 e CD28 como estímulo por 
24h. O sobrenadante da cultura foi coletado e a presença ou não da citocina IL-17 foi 
analisada pela metodologia de ELISA. O estímulo celular in vitro foi eficaz na indução 
da produção de IL-17 em algumas das amostras analisadas. Observamos uma maior 
concentração dessa proteína no sobrenadante de cultura das amostras de pacientes 
com NMOSD. O resultado observado é estatisticamente significativo e corrobora com 
a ideia de que essa doença seja ligada à resposta de células Th17 do sistema imune. 
p=0.0121 
 
Após estímulo específico para linfócitos T por 24 horas, conseguimos detectar 
a presença de IL-17 no sobrenadante da cultura de parte das amostras consideradas. 
A média das concentrações dessa interleucina observada nas amostras de pacientes 
é estatisticamente maior que a dos sujeitos saudáveis (Figura 10). Tal achado 
corrobora de certa forma com o cenário dessa doença autoimune estar ligada à uma 
resposta mediada por células Th17 (KIRA, 2011; VARRIN-DOYER et al., 2012). E 
esse resultado também demonstra que os linfócitos T dos pacientes realmente 



















imunossupressores, pois essas células foram capazes de produzir níveis de IL-17 







A Neuromielite Óptica (NMO) é uma doença autoimune rara e bastante grave, pois os 
pacientes podem evoluir rapidamente para estágios de cegueira permanente e 
falência respiratória. Apesar de ser uma doença mediada por auto anticorpos anti- 
AQP4, pouco se sabe sobre as diferentes subpopulações de linfócitos B nos 
organismos desses pacientes. O presente estudo observou que não há diferenças 
significativas entre os grupos de pacientes e de indivíduos saudáveis no tocante às 
frequências de linfócitos B naïve, células B maduras convencionais e duplo negativas. 
Esses resultados podem ser consequência da utilização de imunossupressores como 
tratamento dessa condição. É possível que o sistema imune desses pacientes seja 
inibido como um todo, uma vez que eles apresentam menores níveis de citocinas pró 
e anti-inflamatórias. Verificamos aumento da expressão apenas da citocina IL-27, que 
tem a capacidade de inibir a expressão de mRNA de Th17 que parece estar envolvida 
na patogênese da NMO. No entanto, quando os linfócitos foram estimulados com 
mitógenos inespecíficos os níveis de IL-17 detectados por ELISA foram maiores que 
os de indivíduos normais. Também observamos uma maior frequência de células B 
produtoras de IL-10 no sangue dos pacientes em relação aos indivíduos saudáveis, o 
que poderia indicar uma tentativa do organismo desses pacientes de manter a 
homeostase. No entanto, a citocina IL-10 também promove a diferenciação de células 
B o que pode explicar, pelo menos em parte, o aumento da síntese de auto anticorpos 








ADONI, T. et al. Seroprevalence of NMO-IgG antibody in Brazilian patients with 
neuromyelitis optica. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v. 66, n. 2 B, p. 295–297, 
2008. 
AGEMATSU, K. et al. CD27: a memory B-cell marker. Immunology Today, v. 21, n. 
5, p. 204–206, maio 2000. 
AKMAN-DEMIR, G. et al. Prognostic implications of aquaporin-4 antibody status in 
neuromyelitis optica patients. Journal of neurology, v. 258, n. 3, p. 464–70, mar. 
2011. 
ALLISON, A. C.; EUGUI, E. M. Mycophenolate mofetil and its mechanisms of action. 
Immunopharmacology, 2000. 
 
ANOLIK, J. H. et al. Rituximab improves peripheral B cell abnormalities in human 
systemic lupus erythematosus. Arthritis & Rheumatism, v. 50, n. 11, p. 3580–3590, 
nov. 2004. 
ARABSHAHI, B. et al. Devic disease in a child with primary Sjögren syndrome. 
Journal of child neurology, v. 21, n. 4, p. 285–6, abr. 2006. 
 
ASSENTOFT, M.; LARSEN, B. R.; MACAULAY, N. Regulation and Function of AQP4 
in the Central Nervous System. Neurochemical Research, 2015. 
BABAN, B. et al. IDO Activates Regulatory T Cells and Blocks Their Conversion into 
Th17-Like T Cells. The Journal of Immunology, v. 183, n. 4, p. 2475–2483, 2009. 
BENNETT, J. L. et al. B lymphocytes in neuromyelitis optica. Neurology: 
Neuroimmunology & Neuroinflammation, 2015. 
BERNARD-VALNET, R. et al. Neuromyelitis optica : a positive appraisal of 
seronegative cases. p. 1–10, 2015. 
BLANC, F. et al. White matter atrophy and cognitive dysfunctions in neuromyelitis 
optica. PloS one, v. 7, n. 4, p. e33878, jan. 2012. 
BOMPREZZI, R. et al. IFNβ-1b may severely exacerbate Japanese opticspinal MS in 






optica and does the answer dictate treatment? Neurology, v. 77, n. 2, p. 195; 
discussion 195–6, 12 jul. 2011. 
BONNAN, M.; CABRE, P. Plasma Exchange in Severe Attacks of Neuromyelitis 
Optica. Multiple Sclerosis International, v. 2012, p. 1–9, 2012. 
 
BRIÈRE, F. et al. Human interleukin 10 induces naive surface immunoglobulin D+ 
(sIgD+) B cells to secrete IgG1 and IgG3. The Journal of experimental medicine, 
v. 179, n. 2, p. 757–762, 1994. 
CHAN, O. T. et al. A novel mouse with B cells but lacking serum antibody reveals an 
antibody-independent role for B cells in murine lupus. The Journal of experimental 
medicine, v. 189, n. 10, p. 1639–48, 17 maio 1999. 
CHEN, W. et al. The Indoleamine 2,3-Dioxygenase Pathway Is Essential for Human 
Plasmacytoid Dendritic Cell-Induced Adaptive T Regulatory Cell Generation. The 
Journal of Immunology, v. 181, n. 8, p. 5396–5404, 2008. 
COLLONGUES, N. et al. High-risk syndrome for neuromyelitis optica: a descriptive 
and comparative study. Multiple sclerosis (Houndmills, Basingstoke, England), v. 
17, n. 6, p. 720–4, 1 jun. 2011. 
COLLONGUES, N.; DE SEZE, J. Current and future treatment approaches for 
neuromyelitis optica. Therapeutic advances in neurological disorders, v. 4, n. 2, 
p. 111–121, 2011. 
CRANE, J. M. et al. Binding affinity and specificity of neuromyelitis optica 
autoantibodies to aquaporin-4 M1/M23 isoforms and orthogonal arrays. Journal of 
Biological Chemistry, 2011. 
DARDALHON, V. et al. Role of Th1 and Th17 cells in organ-specific autoimmunity. 
Journal of autoimmunity, v. 31, n. 3, p. 252–6, nov. 2008. 
 
DE SEZE, J. et al. Optical coherence tomography in neuromyelitis optica. Archives 
of neurology, v. 65, n. 7, p. 920–3, 14 jul. 2008. 
DEENICK, E. K. et al. Follicular helper T cell differentiation requires continuous 
antigen presentation that is independent of unique B cell signaling. Immunity, v. 33, 






DIVEU, C. et al. IL-27 Blocks RORc Expression to Inhibit Lineage Commitment of 
Th17 Cells. The Journal of Immunology, v. 182, n. 9, p. 5748–5756, 2009. 
 
DÖRNER, T.; GIESECKE, C.; LIPSKY, P. E. Mechanisms of B cell autoimmunity in 
SLE. Arthritis research & therapy, v. 13, n. 5, p. 243, jan. 2011. 
DÖRNER, T.; JACOBI, A. M.; LIPSKY, P. E. B cells in autoimmunity. Arthritis 
research & therapy, v. 11, n. 5, p. 247, jan. 2009. 
DUDDY, M. et al. Distinct effector cytokine profiles of memory and naive human B 
cell subsets and implication in multiple sclerosis. Journal of immunology 
(Baltimore, Md. : 1950), v. 178, p. 6092–6099, 2007. 
EBERS, G. C.; PATY, D. W. CSF electrophoresis in one thousand patients. The 
Canadian journal of neurological sciences. Le journal canadien des sciences 
neurologiques, v. 7, n. 4, p. 275–80, nov. 1980. 
ELSONE, L. et al. Neuropathic pruritus (itch) in neuromyelitis opticaMultiple 
Sclerosis Journal, 2012. 
ELSONE, L. et al. Long-term efficacy, tolerability and retention rate of azathioprine in 
103 aquaporin-4 antibody-positive neuromyelitis optica spectrum disorder patients: a 
multicentre retrospective observational study from the UK. Multiple Sclerosis 
Journal, v. 20, n. 2011, p. 1533–1540, 2014. 
FLANAGAN, E. P.; WEINSHENKER, B. G. Neuromyelitis Optica Spectrum 
Disorders. Current Neurology and Neuroscience Reports, v. 14, n. 9, 2014. 
 
FONTENOT, J. D.; GAVIN, M. A.; RUDENSKY, A. Y. Foxp3 programs the 
development and function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nature Immunology, v. 
4, n. 4, p. 330–336, 2003. 
FURMAN, C. S. et al. Aquaporin-4 square array assembly: opposing actions of M1 
and M23 isoforms. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, v. 100, n. 23, p. 13609–14, 11 nov. 2003. 
GEISBERGER, R.; LAMERS, M.; ACHATZ, G. The riddle of the dual expression of 






GREGORI, S. et al. Differentiation of type 1 T regulatory cells ( Tr1 ) by tolerogenic 
DC-10 requires the IL-10 – dependent ILT4 / HLA-G pathway. Blood, v. 116, n. 6, p. 
935–944, 2010. 
GROUX, H. et al. A CD4+ T-cell subset inhibits antigen-specific T-cell responses and 
prevents colitis. Nature, v. 389, n. October, p. 737–742, 1997. 
HERVÉ, M. et al. CD40 ligand and MHC class II expression are essential for human 
peripheral B cell tolerance. The Journal of experimental medicine, v. 204, n. 7, p. 
1583–93, 2007. 
HIRAHARA, K. et al. Interleukin-27 Priming of T Cells Controls IL-17 Production In 
trans via Induction of the Ligand PD-L1. Immunity, v. 36, n. 6, p. 1017–1030, 2012. 
HUANG, W. et al. The effect of anti-CD40 ligand antibody on B cells in human 
systemic lupus erythematosus. Arthritis and rheumatism, v. 46, n. 6, p. 1554–62, 
jun. 2002. 
HUPPERT, J. et al. Cellular mechanisms of IL-17-induced blood-brain barrier 
disruption. The FASEB journal : official publication of the Federation of 
American Societies for Experimental Biology, v. 24, n. 4, p. 1023–1034, 2010. 
INSLICHT, D. V. et al. Three women with lupus transverse myelitis: Case reports and 
differential diagnosis. Archives of Physical Medicine and Rehabilitation, 1998. 
ISHIZU, T. et al. Intrathecal activation of the IL-17/IL-8 axis in opticospinal multiple 
sclerosis. Brain : a journal of neurology, v. 128, n. Pt 5, p. 988–1002, maio 2005. 
JACOB, A. et al. Neuromyelitis optica: Changing concepts. Journal of 
Neuroimmunology, v. 187, n. 1-2, p. 126–138, 2007. 
JACOB, A. et al. Treatment of neuromyelitis optica with mycophenolate mofetil: 
retrospective analysis of 24 patients. Archives of neurology, v. 66, n. 9, p. 1128– 
33, 1 set. 2009. 
JARIUS, S. et al. Antibody to aquaporin-4 in the long-term course of neuromyelitis 
optica. Brain, v. 131, n. 11, p. 3072–3080, nov. 2008. 






neuromyelitis optica: Results from 211 lumbar puncturesJournal of the 
Neurological Sciences. Anais...2011 
JARIUS, S. et al. Contrasting disease patterns in seropositive and seronegative 
neuromyelitis optica: A multicentre study of 175 patients. Journal of 
Neuroinflammation, v. 9, n. 1, p. 14, 2012. 
JARIUS, S.; WILDEMANN, B. The history of neuromyelitis optica. Journal of 
Neuroinflammation, v. 10, p. 1, 2013. 
JONULEIT, H.; SCHMITT, E. The Regulatory T Cell Family: Distinct Subsets and 
their Interrelations. The Journal of Immunology, v. 171, n. 12, p. 6323–6327, 2003. 
JUNG, J. S. et al. Molecular characterization of an aquaporin cDNA from brain: 
candidate osmoreceptor and regulator of water balance. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 91, n. 26, p. 
13052–13056, 1994. 
KAGEYAMA, T. et al. Combination of cyclosporine a with corticosteroids is effective 
for the treatment of neuromyelitis optica. Journal of Neurology, 2013. 
KEBIR, H. et al. Human TH17 lymphocytes promote blood-brain barrier disruption 
and central nervous system inflammation. Nature medicine, v. 13, n. 10, p. 1173– 
1175, out. 2007. 
KIM, S.-H. et al. Clinical spectrum of CNS aquaporin-4 autoimmunity. Neurology, v. 
78, n. 15, p. 1179–85, 10 abr. 2012. 
KINNUNEN, T. et al. Accumulation of peripheral autoreactive B cells in the absence 
of functional human regulatory T cells. Blood, v. 121, n. 9, p. 1595–603, 28 fev. 
2013. 
 
KIRA, J. Autoimmunity in neuromyelitis optica and opticospinal multiple sclerosis: 
astrocytopathy as a common denominator in demyelinating disorders. Journal of the 
neurological sciences, v. 311, n. 1-2, p. 69–77, 15 dez. 2011a. 
 
KIRA, J. I. Neuromyelitis optica and opticospinal multiple sclerosis: Mechanisms and 






KITLEY, J. et al. Features of Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders With 
Aquaporin-4 and Myelin- Oligodendrocyte Glycoprotein Antibodies. JAMA Neurol, v. 
71, n. 7, p. 923–924, 2014. 
KORN, T. et al. IL-17 and Th17 Cells. Annual review of immunology, v. 27, p. 485– 
517, 20 jan. 2009. 
KRAMPLA, W. et al. Spinal cord lesions in patients with neuromyelitis optica: A 
retrospective long-term MRI follow-up study. European Radiology, 2009. 
LEHMANN, H. C. et al. Plasma exchange in neuroimmunological disorders: Part 1: 
Rationale and treatment of inflammatory central nervous system disorders. Archives 
of neurology, v. 63, n. 7, p. 930–5, 1 jul. 2006. 
LENNON, V. A. et al. A serum autoantibody marker of neuromyelitis optica: 
distinction from multiple sclerosis. Lancet, v. 364, n. 9451, p. 2106–12, 12 jan. 2004. 
LI, L. et al. Proinflammatory role of aquaporin-4 in autoimmune neuroinflammation. 
The FASEB journal : official publication of the Federation of American 
Societies for Experimental Biology, 2011. 
LUCCHINETTI, C. F. et al. A role for humoral mechanisms in the pathogenesis of 
Devic’s neuromyelitis optica. Brain : a journal of neurology, v. 125, n. Pt 7, p. 
1450–1461, 2002. 
 
MANDLER, R. N. et al. Devic’s neuromyelitis optica: a clinicopathological study of 8 
patients. Annals of neurology, v. 34, n. 2, p. 162–8, ago. 1993. 
MATIELLO, M. et al. Aquaporin 4 expression and tissue susceptibility to 
neuromyelitis optica. JAMA neurology, v. 70, n. 9, p. 1118–25, 1 set. 2013. 
MAURI, C.; BOSMA, A. Immune Regulatory Function of B Cells. Annual Review of 
Immunology, v. 30, n. 1, p. 221–241, 2012. 
MBONGUE, J. et al. The Role of Indoleamine 2, 3-Dioxygenase in Immune 
Suppression and Autoimmunity. Vaccines, v. 3, n. 3, p. 703–729, 2015. 
 
MEALY, M. A. et al. Epidemiology of Neuromyelitis Optica in the United States. 






MEFFRE, E. The establishment of early B cell tolerance in humans: lessons from 
primary immunodeficiency diseases. Annals of the New York Academy of 
Sciences, v. 1246, p. 1–10, dez. 2011. 
MEFFRE, E.; WARDEMANN, H. B-cell tolerance checkpoints in health and 
autoimmunity. Current opinion in immunology, v. 20, n. 6, p. 632–8, dez. 2008. 
MEINILD, A. K.; KLAERKE, D. A.; ZEUTHEN, T. Bidirectional water fluxes and 
specificity for small hydrophilic molecules in aquaporins 0-5. Journal of Biological 
Chemistry, 1998. 
MENARD, L. et al. Signaling lymphocytic activation molecule (SLAM)/SLAM- 
associated protein pathway regulates human B-cell tolerance. The Journal of 
allergy and clinical immunology, v. 133, n. 4, p. 1149–61, abr. 2014. 
MISU, T. et al. Loss of aquaporin 4 in lesions of neuromyelitis optica: Distinction from 
multiple sclerosis. Brain, v. 130, n. 5, p. 1224–1234, 2007. 
MOLNARFI, N. et al. MHC class II-dependent B cell APC function is required for 
induction of CNS autoimmunity independent of myelin-specific antibodies. The 
Journal of experimental medicine, v. 210, n. 13, p. 2921–37, 16 dez. 2013. 
MORGAN, B. P.; MCGEER, P. L. Physiology and Pathophysiology of Complement: 
Progress and Trends. Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences, 27 set. 
2008. 
MORITA, R. et al. Human blood CXCR5(+)CD4(+) T cells are counterparts of T 
follicular cells and contain specific subsets that differentially support antibody 
secretion. Immunity, v. 34, n. 1, p. 108–21, 28 jan. 2011. 
MOSMANN, T. R.; COFFMAN, R. L. TH1 and TH2 cells: different patterns of 
lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual review of 
immunology, v. 7, p. 145–73, 28 jan. 1989. 
MURPHY, K. M.; REINER, S. L. The lineage decisions of helper T cells. Nature 
reviews. Immunology, v. 2, n. 12, p. 933–44, dez. 2002. 
MURUGAIYAN, G. et al. IL-27 is a key regulator of IL-10 and IL-17 production by 






p. 2435–2443, 2009. 
 
NAISMITH, R. T. et al. Optical coherence tomography differs in neuromyelitis optica 
compared with multiple sclerosis. Neurology, v. 72, n. 12, p. 1077–82, 2009. 
 
NAKASHIMA, I. et al. Clinical and MRI features of Japanese patients with multiple 
sclerosis positive for NMO-IgG. Journal of neurology, neurosurgery, and 
psychiatry, v. 77, n. 9, p. 1073–5, 1 set. 2006. 
NIELSEN, O. H.; VAINER, B.; RASK-MADSEN, J. Review article: the treatment of 
inflammatory bowel disease with 6-mercaptopurine or azathioprine. Alimentary 
pharmacology & therapeutics, v. 15, n. 11, p. 1699–1708, 2001. 
ODENDAHL, M. et al. Disturbed peripheral B lymphocyte homeostasis in systemic 
lupus erythematosus. Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950), v. 165, n. 
10, p. 5970–9, 15 nov. 2000. 
OPAL, S. M. Anti-Inflammatory Cytokines<xref rid=“AFF1”>*</xref>. CHEST Journal, 
v. 117, n. 4, p. 1162, 1 abr. 2000. 
PADMAWAR, P. et al. K+ waves in brain cortex visualized using a long-wavelength 
K+-sensing fluorescent indicator. Nature methods, v. 2, n. 11, p. 825–7, nov. 2005. 
PALACE, J. et al. Interferon Beta treatment in neuromyelitis optica: increase in 
relapses and aquaporin 4 antibody titers. Archives of neurology, v. 67, n. 8, p. 
1016–7, 1 ago. 2010. 
PITTOCK, S. J. et al. Neuromyelitis optica brain lesions localized at sites of high 
aquaporin 4 expression. Archives of neurology, v. 63, n. 7, p. 964–968, 2006. 
PITTOCK, S. J. Neuromyelitis Optica and Non–Organ-Specific Autoimmunity. 
Archives of Neurology, v. 65, n. 1, p. 78, 2008. 
 
POPESCU, B. F. G. et al. Neuromyelitis optica unique area postrema lesions: 
nausea, vomiting, and pathogenic implications. Neurology, v. 76, n. 14, p. 1229–37, 
5 abr. 2011. 
POPPE, A. Y. et al. Neuromyelitis optica with hypothalamic 






QIU, W. et al. Longitudinally extensive myelopathy in Caucasians: a West Australian 
study of 26 cases from the Perth Demyelinating Diseases Database. Journal of 
neurology, neurosurgery, and psychiatry, v. 81, n. 2, p. 209–12, fev. 2010. 
RATCHFORD, J. N. et al. Optical coherence tomography helps differentiate 
neuromyelitis optica and MS optic neuropathies. Neurology, v. 73, n. 4, p. 302–308, 
2009. 
ROEMER, S. F. et al. Pattern-specific loss of aquaporin-4 immunoreactivity 
distinguishes neuromyelitis optica from multiple sclerosis. Brain, v. 130, n. 5, p. 
1194–1205, 2007. 
ROSSER, E. C.; MAURI, C. Regulatory B cells: origin, phenotype, and function. 
Immunity, v. 42, n. 4, p. 607–12, 21 abr. 2015. 
 
ROSSI, A. et al. Super-resolution imaging of aquaporin-4 orthogonal arrays of 
particles in cell membranes. Journal of Cell Science, v. 125, n. 18, p. 4405–4412, 
15 set. 2012. 
ROUSSEL, L. et al. IL-17 promotes p38 MAPK-dependent endothelial activation 
enhancing neutrophil recruitment to sites of inflammation. Journal of immunology 
(Baltimore, Md. : 1950), v. 184, n. 8, p. 4531–4537, 2010. 
ROUSSET, F. et al. Interleukin 10 is a potent growth and differentiation factor for 
activated human B lymphocytes. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 89, n. 5, p. 1890– 
1893, 1992. 
SAADOUN, S. et al. Involvement of aquaporin-4 in astroglial cell migration and glial 
scar formation. Journal of cell science, 2005. 
 
SHERMAN, E.; HAN, M. H. Acute and Chronic Management of Neuromyelitis Optica 
Spectrum Disorder. Current Treatment Options in Neurology, v. 17, n. 11, p. 48, 
2015. 
SHIMIZU, Y. et al. Development of extensive brain lesions following interferon 
beta therapy in relapsing neuromyelitis optica and longitudinally extensive 
myelitisJournal of Neurology, 2008. 






but not in multiple sclerosis. Journal of neurology, v. 256, n. 12, p. 2082–4, dez. 
2009. 
VARRIN-DOYER, M. et al. Aquaporin 4-specific T cells in neuromyelitis optica exhibit 
a Th17 bias and recognize Clostridium ABC transporter. Annals of neurology, v. 72, 
n. 1, p. 53–64, jul. 2012. 
VON GLEHN, F. et al. Aquaporin-4 antibodies are not related to HTLV-1 associated 
myelopathy. PLoS ONE, 2012. 
WANG, H. H. et al. Interleukin-17-secreting T cells in neuromyelitis optica and 
multiple sclerosis during relapse. Journal of Clinical Neuroscience, v. 18, n. 10, p. 
1313–7, out. 2011. 
WEI, C. et al. A New Population of Cells Lacking Expression of CD27 Represents a 
Notable Component of the B Cell Memory Compartment in Systemic Lupus 
Erythematosus. The Journal of Immunology, v. 178, n. 10, p. 6624–6633, 2 maio 
2007. 
 
WEINSHENKER, B. Western vs optic-spinal MS: two diseases, one treatment? 
Neurology, v. 64, n. 4, p. 594–5, 22 fev. 2005. 
 
WEINSHENKER, B. G. et al. Neuromyelitis optica IgG predicts relapse after 
longitudinally extensive transverse myelitis. Annals of Neurology, 2006. 
 
WINGERCHUK, D. M. et al. The clinical course of neuromyelitis optica (Devic’s 
syndrome). Neurology, v. 53, n. 5, p. 1107–1107, 1 set. 1999. 
WINGERCHUK, D. M. et al. The spectrum of neuromyelitis optica. Lancet 
Neurology, v. 6, n. 9, p. 805–815, 2007. 
WINGERCHUK, D. M.; BRIAN WEINSHENKER, F. G.; CORRESPONDING 
AUTHOR DEAN WINGERCHUK, F. M. Neuromyelitis Optica. Current Treatment 
Options in Neurology Current Medicine Group LLC ISSN, v. 10, p. 55–66, 2008. 
WINGERCHUK, D. M.; LUCCHINETTI, C. F. Comparative immunopathogenesis of 
acute disseminated encephalomyelitis, neuromyelitis optica, and multiple sclerosis. 






WINGERCHUK DM, LENNON VA, PITTOCK SJ, LUCCHINETTI CF, W. B. Revised 
diagnostic criteria for neuromyelitis optica (NMO). Journal of Neurology, v. 254, n. 
9, p. 1233–1237, 2006. 
WORKMAN, C. J. et al. The development and function of regulatory T cells. Cellular 
and molecular life sciences : CMLS, v. 66, n. 16, p. 2603–22, ago. 2009. 
YOSHIDA, H.; YOSHIYUKI, M.; HIROKI YOSHIDA, M. Y. Regulation of immune 
responses by interleukin-27. Immunological Reviews, v. 226, n. 1, p. 234–247, dez. 
2008. 
YURASOV, S. et al. Defective B cell tolerance checkpoints in systemic lupus 
erythematosus. The Journal of experimental medicine, v. 201, n. 5, p. 703–11, 7 
mar. 2005. 
 
YURASOV, S. et al. Persistent expression of autoantibodies in SLE patients in 















8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme resolução 196/96. 
 
 
Projeto: Neuromielite Óptica x Mielopatia associada ao HTLV-I: caracterização 




Pesquisador Responsável: Felipe von Glehn 




Justificativa e Objetivos: A Neuromielite Óptica (NMO) é uma doença inflamatória 
auto-imune, que acomete adultos jovens. A incidência de tal doença em nosso meio 
vem aumentando, causando preocupação nos especialistas. Acredita-se atualmente 
que as lesões causadas pela Neuromielite Óptica sejam resultadas de uma agressão 
de um anticorpo contra o próprio organismo, gerando os surtos e a piora da doença. 
Este processo de auto-agressão, por que ele ocorre e quais células de defesa estão 
alteradas, é pouco compreendido. Por esta razão, estamos realizando este trabalho 
de pesquisa, para estudar que células estão envolvidas e por que este auto anticorpo 
se forma, estudando o processo inflamatório no líquor e sangue dos pacientes que 
aceitarem a participação. Os resultados podem ajudar na criação futura de novos 
métodos diagnósticos e tratamentos. 
Os pacientes serão estudados durante o acompanhamento normal que já realiza no 
ambulatório de EM. 
Procedimentos: O paciente durante procedimento diagnóstico no ambulatório de 
neurologia da UNICAMP / HC será perguntado da autorização para coleta de 10ml do 
líquor (obtida pela punção lombar) e 10ml do sangue para os estudos. Não é 




Risco e Desconforto: A coleta do líquor será realizada nas costas (região lombar). A 






desconforto será mínimo, pois será realizada com anestesia local por profissional 
treinado e devidamente habilitado para a realização de punção lombar. Após 
submeter-se a punção lombar, o paciente deverá permanecer em repouso em casa, 
por 24 horas, e aumentar a ingestão de líquidos. Este repouso é importante para evitar 
dor de cabeça após a punção, impossibilitando a realização das atividades habituais. 
Se houver dor, mesmo com o repouso, o paciente deverá permanecer por mais alguns 
dias sem atividades e ingerir a medicação prescrita pelo seu médico. Este tipo de dor 
de cabeça não traz qualquer prejuízo ao paciente, mas necessita de repouso para 
desaparecer. 
A coleta do líquor por utilizar agulha apresenta os riscos inerentes ao procedimento. 
São descritas, raramente, intercorrências da punção, como dormências transitórias, 
dor local e infecção. Entretanto, a incidência destas complicações é baixa . O material 
é descartável e as agulhas atuais (modelo 22Gx 3.5 = 70x7) são mais finas e de 
excelente qualidade. Caso ocorra qualquer desconforto após o procedimento, o 
paciente deverá contatar a equipe de atendimento do HC - UNICAMP e a equipe de 





Benefícios: Melhor entendimento da Neuromielite Óptica para ajudar na criação futura 





Esclarecimento: Todas as dúvidas e perguntas do paciente quanto aos assuntos 




Recusa ou descontinuação da participação: Durante o decorrer do estudo 
informaremos ao paciente o andamento da pesquisa, podendo este deixar de 
participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuízo no atendimento que recebe 
pelo HC – UNICAMP, caso decida não colaborar com a equipe, pois a participação do 








Sigilo: As informações recebidas durante e depois do estudo e a privacidade dos 
pacientes serão mantidas em sigilo. Os resultados serão sempre analisados em 
grupo, estatisticamente, não sendo possível identificar de forma individual qualquer 
paciente. Caso tenha alguma dúvida deverá procurar a Dr. Felipe von Glehn no 




Gastos adicionais: Se houverem gastos adicionais (seringas, agulhas descartáveis, 




Armazenamento de Material Biológico: Após o estudo realizado, geralmente sobra 
alguma quantidade de líquor e soro, que tem a capacidade de ser avaliada em novas 
pesquisas futuras, sem a necessidade de realizar procedimentos de punção, com 
todos os seus riscos e desconfortos. Eu ⁮□ autorizo ⁮□ não autorizo o estoque de meu 




Eu confirmo que Felipe von Glehn me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos 
aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e possíveis vantagens advindas 
desse projeto de pesquisa. Eu li, e/ou me foi explicado, assim como compreendi e 
recebi uma cópia deste formulário de consentimento e estou de pleno acordo em 























Responsabilidade do pesquisador. Eu expliquei a 
  o  objetivo  do  estudo,  os  procedimentos 
requeridos e os possíveis riscos e vantagens que poderão advir do estudo, usando o 
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cópia desse 




Felipe von Glehn  CRM-SP: 114233 
Email.: Tel.: (19) 9769-0777 / 3521-7754 
 
 
Outros Membros da Equipe: 
 
1) Carlos Otávio Brandão - Tel:(19) 3521-7754 2) Benito Damasceno - Tel:(19) 
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3) Leonilda dos Santos - Tel:(19) 3521-6263 4)  Augusto  César Penalva de 
Oliveira 
5) Comitê de Ética em Pesquisa Tel:(19) 3521-8936 
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8.3 Declaração de que a dissertação não infringe os dispositivos da lei nº 
9610/98, nem o direito autoral de qualquer editora 
 
 
